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(Cito)genética e cancro 1,1
A diferença crucial entle uma célula neoplásica e uma célula normal é que
a primeira sofreu alterações no seu património genético que lhe conferiram a
possibilidade de escapar aos mecanismos de controlo da proliferação e da
diferenciação celular. Desvendar essas alterações, o porquê do seu aparecimento e
quais as suas consequências, tem sido um dos maiores desafios na investigação em
oncologia humana.
A teoria actualmente prevalecente postula que o cancro é, ao nível celular,
essencialmente uma doença genética, que resulta da acumulação de alterações
soruiticas adquiridas ou, por vezes, herdadas nos genes. De acordo com esta teoria,
o pÍocesso neoplásico é sequencial, desencadeia-se por etapas, como resultado de
uma série de mutações que ocoÍÍem no genoma de uma célula sornática norÍnal e,
tendo como consequência final, a emergência de uma neoplasia. Numa etapa inicial
da transforrnação neoplásica, de entre as mutações que oconem de forma
espontânea, aleatória, geralmente sem consequências, uma determinada alteração
irá conferir à célula vantagem proliferativa, de forma que esta se expande num
clone celular. Nas células desse clone devido à instabilidade genómica adquiricla há
a possibilidade de ocorrência de mais mutações que, por sua vez vão promover o
crescimento e a progressão tumoral e aumentar o potencial maligno do tumor.
Assim, a transformação neoplásica não é da responsabilidade de uma única
mutação, mas requer uma multiplicidade dê acontecimentos genéticos (Volgstein &
Kinzler, 1993). Contudo, pernanece poÍ esclarecer se é a acumulagão progressiva
ou, pelo contrário, a ordem pelo qual as alterações genéticas se sucedem o factor
deterrninante na tumorigénese, A infomração proveniente da análise citogenética e
molecular sugere que alguns tumores se dêsenvolvem devido a uma complexa
combinação e conjugação de vários eventos mutagénicos, cuja ordem de ocoÍrência
seria pouco signiÍicativa, enquanto que outros tumoros se desenvolvem através de
uma cadeia sequencial e bem definida no tempo de alterações genéticas (Kinzler &
Volgstein, 1996; Hôglund et al, 2000).
De uma fomra geral, os êstudos citogenéticos e moleculares oorroboram
este modelo multifactorial de desenvolvimento neoplásico ao demonstrarem a
existência de anomalias genéticas recorrentes, específlcas, na maior paÍte dos
turnores humanos (Rabbits, 1994; Heim & MitelmaÍL 1995).
A recorrência e a especificidade de certo tipo de alterações associadas a
determinados tipos de tumores têm sido explicadas por um fenómeno de
mutagénese preferencial (Heim & Mitelman, 1995). Varias hipóteses têm sido
propostas: a actuação preferencial de um agente caÍcinogéneo sobre determinadas
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sequências genómicas, a êficácia diferencial do sistema responsável pela
integridaáe genómica ao longo de todo o genoma, a proximidade de ceÍtos
segmentos cromossómicos no núclio, que poderá favorecer a ocorrência de trocas
recíprocas e, Íinalmente, as sequências homólogas que podem promover rearranjos
estruturais de certos segmentos cromossómicos (Heim & Mitelman, 1995). Neste
contexto, a citogenética do cancro tem sido um instrumento fundamental na
investigação oncológica. Recoúecer e distinguir as anomalias citogenéticas mais
relevantes em cada tipo tumoral, decifrar e avaliar os seus efeitos ao nível celular,
tem conhibuído, de forma decisiva, para a nossa compreensão da oncogénese
humana,
Anomalias cromossómicas ocorrem ftequentemente durante o
desenvolvimento neoplásico, como é testemuúado pela grande quantidade de
alterações, tanto numéricas como estruturais, que têm sido descritas nos tumores
humanos cariotipados (Mitelman F, Johansson B, Mertens F: Miteknan Database
of Chromosome Aberrations in Cancer, htç:/cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/
Mitelman.200l). As alterações cromossómicas numéricas podem incluir gaúo ou
perda de determinados cromossornas ou alterações na ploidia. As alterações
estrutuÍais incluem amplificações de DNÀ delecções, inversões e translocações.
Muitâs destas anomalias ocorrem de forma rêcorÍente, não aleatória, e estão
associadas a um detemrinado tipo de tumor.
De acordo com critérios de ordem biológica, as anomalias cromossómicas
poderq ainda, ser subdivididas em primrírias e secundárias. As anomalias
cromossómicas primárias ocorrem usualmente em estádios pÍecoces do processo
tumorigénico, o que lhes confere um papel detemrinante na transformação
neoplásica, enquanto que, as anomalias secundárias estão geralnêntê associadas a
fases mais tardias do desenvolvimento, provavelmente relacionadas com a
progressão tumoral (Heim & Mitelman, 1995). Estas alterações secundárias são
consideradas consequência da instabilidade cariotípica, quê sê pensa estaÍ
associada ao desenvolvimento neoplásico.
Há que ressalvar, porém, que mesmo as alterações classificadas como
primárias, essenciais ao processo neoplásico de determinado tipo de tumor, podem
ser precedidas por mutações submicroscópicas. No entanto, face aos
coúecimentos disponíveis, integrando a inforrnação reiativa aos mecanismos
moleculares subjacentes a estas anomalias, parece não ser descabido afirmar que as
alterações cromossómicas específicas associadas a um tipo de tumor ocorrem nos
t4
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primeiros estádios da tumorigénese e são uÍna "condição sine qua non" para todo o
processo (Heim & Mitelman, 1995).
O tipo de anomalia cromossómica e o seu nível de complexidade variam
consideravelmente entre diferentes tipos de tumores. De uma maneira geral, dois
tipos de padrões cariotípicos podem ser recoúecidos. As alterações estruturais
simples, específicas, e geralmente equilibradas, são frequentemente dêtectadas em
leucemias, linfomas e alguns tipos de tumores sólidos, e têm oomo exemplos, a
translocação t(9;22)(q3a;q11) associada à leucemia mielóide crónica' a
translocação t(2;5)(p23;q35) em linfomas anaplásicos de células grandes e a
translocação t(X;18Xp11;ql1) êm sarconurs sinoviais (Heim & Mitelman, 1995).
Os cariotipos muito mais complexos, com várias alterações cromossómicas, tanto
numéricas e estruturais, estão geralmente presentes na maior parte dos tumores
sólidos malignos, em particular nos de origem epitelial.
A aqüsigão de padrões alterados de ploidia (aneuploidia) tem sido
Íecentemente discutido como um mecanismo promotor de instabilidade genómica
quê tem papel determinante na carcinogénese (Duesberg et al, 1999). Foi sugerido
que as mutações em genes reguladores do ciclo celular e em genês reguladores da
função dos centrossomas provocam instabilidade cromossómica e,
consequentemente, favorecem a ocorrência da transformação neoplásica (Cahill et
al, 1998; Zhou et al, 1998; Lengauer et al, 1998).
Consequências patogénicas das anomaüas cromossómicas
O uso de técnicas moleculares tomou possivel desvendar as consequências
das anomalias cromossómicas, ao nível genético e celular. Verificou-se que
diferentes tipos de rearranjos cromossómicos podem ter consequências patogénicas
também diferentes a nível molecular.
Os dois primeiros tipos de genes a sercm recoúecidos com influência
directa nos mecanismos de proliferação e diferenciação celular foram os oncogenes
e os geÍles supressores de tumoÍ (Weinberg, 1994). Os proto-oncogenes são genes
celulares normais responsáveis pelo crescimento celular, controlando'o de uma
forma equilibrada. Codificam um gupo diverso de proteínas que podem actuar
como factores de crescimento, factores de transcrição e reguladores da transcrição
do DNA. Quando alterados (oncogenes) por mutação, amplificação ou aumento de
expressão, pÍovocam uma desregulação nos mecanismos de crescimento celúar,
promovendo o desenvolümento neoplásico. O primeiro exemplo descrito de um
proto-oncogene activado por uma translocação cromossómica foi o oncogene MYC,
que ocone no linfoma de Burkitt (Klein, 1989).
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Pelo contrário, os genes suprêssores de tumor actuam como travões ao
cÍescimento e divisão celular. O seu papel exerce-se no controlo da proliferação e
da diferenciação celular normal pelo que, as mutâções oconidas nestes genes,
conduzem, potencialmente, ao desenvolümento neoplásico §Vinford-Thomas,
1991). Em contraste com os oncogenes que exercem o seu efeito de forma
dominante, o mecanismo de actuação dos genes supressores de hmor ocorre de
forma recessiva a nível celular, ou seja, é necessária a inactivação de ambas as
cópias do gene para que a função supressora do crescimento celulâr seja eliminada.
Assir4 a padicipação de§tôs gênes no proces§o neoplásico requer a sua
inactivação, geralmente por mutação ou delecção. Foram identificados vários genes
supressores de tumor, especialmente em neoplasias sólidas do tipo epitelial, sendo
o gene ÀB do retinoblastoma o paradigma desta classe de genes (Knudson, 1997).
Cada classe de genes parece desempeúar um papel distinto em diferentes
tipos de neoplasias humanas. Os oncogenes têm aparentemente um papei crucial na
inioiação de alguns tumores, nomeadamentê em leucemias, linfomas e alguns
sâÍcornas (Vogelstein & Kinzler, 1993). Em contraste, na maioria das células
epiteliais, as üas neoplásicas parecem estar preferencialmente vigiadas PoÍ genes
suprêssoÍ€s de tumor. Ambas as classes de genes estão apaÍentemente envolvitlas
na progressão e na metastização tumoral (Knudson, 1993)
Mais recentemente, os genês que regulam sistemas de reparação do DNA
(genes reparadores) têm sido encontrados mutados nalguns tipos de tumores e em
síndromes hereditários com predísposição paÍa o cancÍo, como o carcinoma
colorectal hereditário não poliposo, a ataxia telangiectêsia e o xeroderma
pigo.entosum Qlanawalt, 1994; Estelman & Markowitz, 1996i Dasika et al, 1999)'
Estes genês não regulam de forma ürecta o crescimento celular, mas controlam a
taxa de mutações dê outÍos genes, incluindo oncogenes e genes supressores de
tu:nor. Como consequência, a desregulação desta maquinaria de reparação de DNA
pode causar uma taxa elevada de mutações que, poÍ sua vez, pode acelerar a
pÍogressão tumoral. Outra classe importânte de genes com intervetrção no processo
tumorigénico (genes de susceptibilídade para o cancro) regula a integridade e a
estabilidade do genoma durante a divisão celular, morte celular (apoptose) e
diferenciação celular (Cúill et al, 1998; Chao & Korsmeyer, 1998; Dean, 1998)
pelo que a desregulação destes genes é potencialmente oncogénica.
Na maior parte dos tumores êstudados, os rearranjos cromossómicos
equilibrados, como translocações, inversões ou inserções, provocam a activação de
proto-oncog€nes localizados nos pontos de quebra, A activação qualitativa de
proto-oncogenes pode resultar da formação de genes de fusão, enquanto que a
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activação quântitativa de proto-oncogenes pode ocorrer por interfeÉncia nas suas
sequências reguladoras de DNA. Destes dois mecanismos propostos, o primeiro é
encontrado em todos os tipos de nêoplasias, enquanto que o segundo parece
ocoÍÍer preferencialmente em neoplasias dos sistemas hematopoiético e linfoide
(Rabbit, 1994; Mitelman et al, 1997).
A criação de genes de fusão origina proteínas quiméricas, geralmente com
uma função nova e anormal na regulação da transcrição, exercendo dessa maneira
o seu efeito patogónico. O primeiro gene de fusão a ser identificado foi o gene
BCNÀBL, que resulta da translocação t(9;22), m leucemia mielóide crónica
(Shtivelman et al, 1985). A translocação t(14;18) associada aos linfomas foliculares
é um exemplo clássico de desregulação oncogénica por alteração dos niveis de
expressão. Deüdo a esta translocação, o gene BCL2, regúador da apoptose no
cromossoÍna 18, fica posicionado sob o controlo das sequências reguladoras do
gene lGIlno cromossornâ 14, o que resúta em níveis aumentados de expressão da
proteína BCL2 (Tsujimoto et al, 1985; Cleary et al, 1986). Embora raramente, as
alterações cromossómicas equilibradas podem igualmente inactivar genes
supressores de tumor ou genes de reparação de DNA que estão localizados nos
pontos de quebra, por fenómenos de interrupção directa nas suas sequências
codificantes (Santos & Geurts, 1999 para reüsão).
A identificação de rearranjos cromossómicos específicos, associados a
determinados tipos de tumores e os estudos posteriores dos produtos proteicos
resultantes pemritiram a compreensão dos seus efeitos no funcionamento celular e,
consequentemente, no processo neoplásico. Todavia, o impacto dos desiquilíbrios
genómicos, que se traduzem por ganho ou perda de sequências gónicas' é
praticamente descoúecido.
Os desiquilíbrios genómicos mais comuns nas cé1ulas tumorais são os que
resultam do gaúo ou da perda de um só cromossornâ ou de pade de um
cromosso[lÍt, adquiridos na maior parte dos casos através de rearranjos
cromossómicos estruturais, como sejam isocromossomas, duplicações ou
delecções, ou através de alterações numéricas, polissomias (trissomias ou
monossomias). Quando o gaúo de material genético ocorre através de polissomias
ou de multiplicação de determinadas regiões cromossómicas, a principal
consequência esperada é um efeito na dosagem de proto-oncogenes. Os níveis
elevados de amplificação de DNÀ contendo oncogenes são a consequência
molecular das anomalias cariotípicas de tipo double minutes «lrr'ir.) s
homogenowly staining regions (hsr). A sua alta incidência, principalmente em
tumores sólidos, e a sua associação com a agressividadê tumoral e mau prognóstico
17
Introdução
demonstranL indubitavelmente, o seu papel fundamental na génese de algumas
neoplasias. Um exemplo ilustrativo é o enorme gaúo de cópias do proto-
oncogene MYCN nos neuroblastomas, que se associa à formação de dmin e hsr,
com consequências dramáticas no controlo do ciclo celular (Schwab & Amler,
1990).
Quando é perdido material cromossómico pensa-se que o efeito patogénico
associado é a perda de genes supressores de tumor ou de genes envolvidos no
sistema de reparação de DNA. Embora estas anomalias possam ser encontradas em
todos os tipos de neoplasias, algumas encontram-se associadas de forma especifica
a alguns tumores como é o caso da perda total ou parcial do cromossoma 7 em
leucemias mielóides, ou do cromossoma 22 nos meningiomas (Heim & Mitelman,
1995). O significado destas anomalias cromossómicas ao nível molecular é dificii
de avaliar, porque há centenas de genes envolvidos, e porque o desvio ao número
de cópias é, no geral, Íelativamente pequeno. Apesar disso é, geralmente aceite,
que a consequência essencial da perda de um segmento cromossómico ou mesmo
de um cromossoma inteiro é a perda de um ou mais genes supressores de tumor.
1,2 Tumores das glândulas salivares - aspectos gerais
Sob a designação geral de glândulas salivares incluem-se três pares de
glândulas "major", as parótidas, as submandibulares e as sublinguais e as várias
centenas de glândulas "minor" que se localizam na submucosa da parte superior do
tracto aerodigestivo.
Os tumores das glândulas saiivares são pouco frequentes, correspondendo
a cerca de 3% de todos os tumores da cabeça e pescoço (Rosenberg et al,1997). A
sua incidência anual varia com as diferentes séries, de 0,4 a 13,5 casos por 100000
indivíduos (Ellis et al, 1991). Perto de 85% dos tumores salivares ocoÍrem nas
glândulas "major" e, nestas, 90% têm origem nas parótidas, 10% nas glândulas
submaxilares sendo muito raros nas glândulas sublinguais. Quanto aos que ocorrem
nas glândulas "minor", mais de metade (55%) localiza-se no palato, cerca de 20o/o
no 1ábio, distribuindo-se os restantes poÍ sitios vários na caüdade bucal e nas üas
áreas respiratórias superiores:
A etiologia das neoplasias salivares é praticâmente desconhecida. Os
factores que têm sido discutidos como podendo contribuir paÍa a etiopatogénese
são as radiações ionizantes, alguns agentes químicos, o tabaco, o vírus de Epstein
Barr e certas hormonas @osenberg et al,1997).
A classificação dos tumores das giândulas salivares, tal como a da maioria
das neoplasias, é baseada, essencialmente, na sua histogénese e diferenciação. No
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entanto, a multiplicidade de fenótipos morfológicos dos tumores das glândulas
salivares, bem como a sua relativa raridade e dificuldade de sistematização
contribuíram para o apaÍecimento de diversas classificações.
A ultima classificação da Organização Mundial de Saúde, de 1991 (Seifert
& Sobin, 1991) é a utilizada no Serviço de Anatomia Patológica do Instituto
Português de Oncolgia Francisco Gentil, Centro de Lisboa e, como tal, é a
adoptada neste trabalho. Esta classificação identifica 9 tipos de adenomas, 18 tipos
de carcinomas, 5 tipos de tumores não epiteliais e 2 tipos de linfomas (Tabela 1).
Pelo menos 80% das neoplasias salivares são benignas, sendo o adenoma
pleomórfico a forma tumoral mais comum (60%)- Este tumor benigno é
particularmente relevante pela sua tendência para recidivar, para progredir para a
malignização e, errbora raramente, paÍa metastizar (Seifert et al, 1990).
No gnrpo das neoplasias maligrras, que corresponde a 2U/o da totalidade
dos tumores, o carcinoma adenoide-cístico, o carcinoma mucoepidermóide, o
carcinoma de células acinares e o carcinoma ex-adenoma pleomórÍico são os mais
frequentes @llis & Àuclair, 1996).
O carcinoma adenoide-cístico constitui cerca de um quaÍto de todos os
carcinoúas salivares. É rehtivamente mais comum nas glândulas 'hinor" do que
nas "nrajor" (Rosenberg et al, 1997). A maior parte dos casos apresenta um
comportamento biológico agressivo, com uma grande potencialidade para recidivar
e para metastizar @llis et al, 1991). Já o comportamento biológico do carcinoma
rnrcoepidermóide é mais imprevisível. Na maioria dos casos, os tumoÍes cÍescem
lentamente e apresentam bom prognóstico, rnas, em alguns, ocorrem recidivas
locais e, mais ranmente, metástases. Neste tipo de tumor a subclassificação
baseada em características histológicas constitui um factor independente de
prognóstico e é utilizado na opção terapêutica mais adequada (Clode et al, l99l;
Seifert et al, 1990).
Em cerca de 34o/o dos adenomas pleomórficos podem desenvolver-se
tumores malignos a paúir da sua componente epitelial, designados por isso,
carcinomas ex-adenoma pleomórfico ou carcinomas originados êE tumor misto
(Ellis et al, 1991). São relativamente raros, coryreendendo cerca de 12% do total
dos tumores salivares maligrros. O risco de malignização aumenta de l,60/o em
doentes que apresentam uma história clínica de 5 anos de existência de um tumor
benigro para 9,602 em tumores em que essa história tem mais de 15 anos (Ellis &
Auclair, 199Q. A componente maligna é, geÍalmente, do tipo adenocarcinoma
pouco diferenciado ou de carcinoma indiferenciado @llis et al, 1991).
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Tabela 1 - Classificaçilo histológica dos tumores das glândulas salivares












Carcinoma de células acinares
Carcinoma mucoepidermoide
Carcinoma adenoide cístico
Adenocarcinoma polimôrfico de baixo grau
Carcinoma epitelial-mioepitelial





Carcinoma dos ductos salivares
Adenocarcinoma NOS (not other specified)
Carcinoma mioepitelial
Carcinoma ex-adenoma pleomórfi co
Carcínoma indiferenciado
Carcinoma pavimento-celular
Carcinoma de células pequenas
Outros carcinomas





Ouhos tumores benignos mesenquimatosos
Sarcomas
4-Linfomâs









Quistos da glândula salivar
Sialoadenite esclerosante da glândula submandibular
Hiperplasia linfoíde qústica associada a SIDA
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Tumorigénese das glândulas salivares
A maioria dos tumores das glândulas salivares é caracterizada pela
presença de células epiteliais e mesenqümatosas, facto que se repeÍ§ute na grande
diversidade de padrões histomorfológicos que apresentaüL A presença de duas
populações celulares distinta§ levanta a questão pertinente quanto à sua origem
histogenética: teÍão origem num rfurico tipo celular ou, pelo contnírio, serão de
origem multicelular?
Diversos estudos têm abordado esta quest2io tornando como modelo o
adenonra pleomórfico, que constitui o exemplo paradigmático de um tumor com
fenótipo misto. No eDtânto, a sua histogénese pennanece envolta em confovérsia
sendo duas hipóteses avançadas: urna que os considera como resultando de
expansões clonais de uma única célula pluripotencial ('stem cell") derivada dos
ducto salivares @atsakis et al, 1989; Batsakis & El-Naggar, 1999), e outra que
propõe que os tumoÍes bidiferenciados das glândulas salivares, incluindo os
adenomas pleomórficos, se desenvolvem a paÍir do crescimento coordenado das
populações celulares presentes @ardicl 1998).
Os poucos estudos de clonalidade efectuados até à data em adenomas
pleomórficos, favorecem a hipótese da existência de uma célula pluripotencial,
designada por célula mioepitelial modificada, na origem dos adenomas
pleomórficos (Debiec-Rychter et al, 2001; Lee et al, 20@; Noguchi et al, 1996)' O
alargamento do estudo, não so a um número maior de casos de adenomas
pleomórficos, como a oukos tumoÍes das glândulas salivares de composição
bifásica, bem como a utilização de metodologias mais adequadas poderão elucidar
esta questiio e, consequentemente, contribuir para um melhor entendimento das
üas de desenvolvimento neoplásico e dos mecanismos de diferenciação celúar'
Alterações genómicas em fumores das glândulas salivares 1'3
Ploidia do DNÀ nuclear
A aneuploidia tumoral, que pode ser determinada através da quantificação
do DNA nuclear, é consideÍada um indicador imPortante na avaliação das
alterações genómicas que ocorrem num tumor. Um padrão tumoral aneuplóide é
frequentemente observado em tumoÍes sólidos, principalmente nos malignos, e está
geralmente associado a esíâdios tumorais tardios- Este fenómeno é considerado ser
uma consequência de mecanismos diversos que incluem instabilidade genómic4
não-disjuução mitóticq endoreplicação e/ou fusão celúar-
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. Alguns estudos dedicaram-se ao estudo da ploidia do DNA nos tumores
das glândulas salivares (Pinto et al, 2000 para revisão). Em cotrtraste com outuírs
neoplasiÍrs, os tumores das glândulas salivares, tanto benigaos como malignos,
rcvelaÍam, no ger4 a existência de um padrão diplóide do DNA. Em relação aos
hrmores benignos, nomeadamente os adenomas pleomórficos, a maior parte é
diplóide. Contudo, em alguns casos, foi detectada aneuploidia, geralmente
associada a tumores Íecorrentes (Martin et al, 1994), tendo sido advogado que a
aqüsição desta alteração genómica desempenharia um papel potencialmente
iÍlportânte na malignização do adenoma pleomórfico (Pinto et al, 1999).
Relativamente aos tumoÍes mallglqs salivares, foi igualmente detectada
una baixa ftequência de aneuploidia e foi possível estabelecer para alguns
carcinomas rrmâ Íelação entre a ploidia do DNA tumoral e o seu grau histológico.
De uma forma geral, todos os carcinomas das glândulas salivares classificados
histologicamente de baixo grau são diplóides, enquanto que os tumoÍes
anzuplóides pertencem à categoria neoplásica de alto grau ds Ínalignidade (Pinto et
al,2000).
Citogenética
De todos os órgãos e tecidos do corpo humano as glândulas salivares
apÍesentam, provavelmente, o coqiunto de tumores com maior heterogeneidade
histológica. No etrtanto, exceptuando o adenoma pleomórfico, a informação
citogenética disponível é, comparativamente com a de outras neoplasias humanas,
escassa e pouco conclusiva.
A an ílise citogenética de tumore5 rlls glândulas salivares demonstrou que,
diferentemente do que ocorre em muitos tumores sólidos, o cariotipo é geralÍnente
pouco complexo, sendq na maioria dos casos, diploíde ou perto da diploidia, em
perfeito acordo com os resultados das medições da ploidia do DNA nrclear.
Verifrcou, ainda" a presença de padóes cariotípicos apaÍentemente distintos em
tumores benignos g malignos. Os tumores benignos, nomeadamente os adenomas
pleomórIicos, caracterizam-se preferencialmente por tÍanslocações recíprocas
eqúlibradas, que afectam regiões cromossómicas específicas, enquanto que os
tumores malignos têm preferenciaLnente perda de material genético,
&equentemente no mesmo cÍomossomâ (Sandros et al, 1990).
Desde a primeira descrição sobre alterações cromossómicas em adenomas
pleomórficos feitas por Mark et al, em 1980, rnais de 470 casos foram cariotipados
por dois gmpos independentes: na Suécia (Gôteburg) e na Alemanha (Bremen)
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(Bullerdiek et al, 1987, 1988, 1989, 1993; Mark et al, 1986, 1997; Stenman et al,
1983). A informação obtida permitiu constifirir, nesta entidade, subtipos
citogenéticos bem defi nidos.
A par de um subgnrpo de adenomas com cariotipo normal (entre 20 a 50%
conforme as séries) existiriam mais 3 subgnrpos (Sandros et al, 1990; Bullerdiek et
al, 1993; Mark et al,1997):
1) tumores com anomalias do cromossoma 8' geralmente tÍanslocações
afectando o braço longo na banda 8q12 (60% dos casos). A anomalia mais
comum (-30% dos casos) é uma translocação recíproca, equilibrada, entre o braço
curto do cromossorna 3 e o braço longo do cromossolna 8 sob a forma
t(3;S)(p21;q12) (Figura 1). Neste subgnrpo estão também incluídos aqueles casos
que apresentam trissomia 8, a anomalia numérica mais frequente no adenoma
pleomórhco;
2) tumores com anomalias do cromossoma 12, preferencialmente em 12q13-
15 (-10%);
3) tumores com anomalias não recorrentes (grupo menos representativo)'
As anomalias em 8q12 e 12q13-15 parecem excluir-se mutuamente, porquanto
só foram encontradas conjuntamente num número reduzido de casos (Súlin et al,
1995; Rôijer et al, 1999). Estes rearranjos cromossómicos são frequentemente as
únicas alterações cariotípicas detectadas, o que favorece a interpretação de
poderem ter um papel crucial na génese dos adenomas pleomórficos.









O estabelecimento de subgnrpos citogenéticos pode ser usado para
determinar o comportamento dos tumores neles incluídos quanto ao seu potencial
para ÍecidivaÍ e/ou sofrer tansformação maligna, e também paÍa estabelecer uma
correlação entre os subtipos histológicos e os grupos citogenéticos (Bullerdiek et
al, 1988). A classificação em subgnrpos baseada nos achados citogenéticos provou
ser muito útil, por exemplo, em neoplasias do tecido adiposo ao permitir
correlacionar esses achados com a histologia e, mais relevante ainda, com o
compodamento clínico (Fletcher et al, 1991).
Têm sido feitas tentativas para correlacionar os subgrupos citogenéticos
dos adenomas pleomórficos com as características clinico-patológicas dos tumores.
Bullerdiek et al (1993) encontrou diferenças quanto à idade dos doentes, ao subtipo
histológico e à morfologia cehtlar in vitro. Os tumores com rearranjos em 8q12
oconem geralmente em indiüduos mais jovens, são adenomas de fenótipo tipo
clássico, possuem 30-50% do seu volume representado por estroma segundo a
classificação de Seifert (Seifert, 1976 em Bullerdielq 1993) e as células cultivadas
apÍesentâm morfologia de tipo epitelial, Os tumores com cariotipo normal e que
têm rearranjos em 12q13-15 ocolrem em indiüduos mais velhos, e são
constituídos por mais de 80% de componente mesenquimatoso. A morfologia
predominante das células em cultura é do tipo fibroblastóide nos tumores em que
há alterações em 12q13-15 e também na maioria dos tumores com cariotipo
normal. Assim, parece haver uma diferença significativa nos adenomas
pleomórÍicos quanto a estes parâmetros, o que pode sugerir vias de diferenciação
celular distintas. Até à datâ ainda não foi possivel correlacionar o padrão
cariotípico com as características clinico-patológicas dos adenomas pleomórficos,
de forma a estabelecerem-se indicadores de prognóstico, nomeadamente quanto ao
seu potencial paÍa recidivar e em softerem transformação maligna.
A análise citogenética referente a outros tumores salivares benignos limita-
se aos seguintes subtipos histológicos: tumor de Warthin (23 casos), oncocitoma
(1 caso), linfadenoma sebáceo (1 caso) e mioepitelioma (1 caso) (Mark et al, 1990,
1991, 1994; Nordkvist et al, 1994; El-Naggar et al, 1999).
Nos tumores de Warthin, a par da perda clonal do cromossoma Y, a
translocação t(l1;19)(q21;p13) revelou ser a única alteração estrutual recorrente
(Bullerdiek et al, 1988; Mark et al, 1989, 1990; Nordkvist et al, 1994). No
linfadenoma sebáceo e no oncocitoma foram detectadas somente anomalias
numéricas, respectivamente +9 e +7 (Mark et al, 1991,1994). O mioepitelioma tem
anomalias estruturais viárias sendo de notaÍ o rearranjo do braço longo do
cromossoma 12 (El-Naggar et al, 1999), anomalia fÍequente nos adenomas
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pleomórficos, entidade com a qual os mioepiteliomas se relacionaÍn, já que podem
considerar-se o limite celular do espectro de diferenciação daquelas neoplasias.
Por razões que se prendem com a baixa incidência e com a dificuldade em
obter a sua cultura lz viÍro é muito escassa a informação sobre os tumores malignos
salivares. Só existem 64 casos com anomalias que se distribuem de uma maneira
geral pelos subtipos histológicos mais ftequentes, (Mitelman F, Johansson B,
MeÍtens F: Mitelman Database of Chromosome Àberraüons in Cancer,
http:/cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/I\,Íitelman.2001). No entânto revelaram-se
suficientes para definir um padrão característico para estas neoplasias.
Os cariotipos estabelecidos são predominantemente pseudodiplóides, ou
quase diplóides, com delecgões de material cromossómico. As anomalias
cromossómicas numéricas mais ftequentes são a perda do cromossoma Y e as
kissomias 7 e 8. A anomalia estrutural mais comum envolve o braço longo do
cÍomossoma 6 e corresponde geralmente a delecções oa região termínal com
pontos de quebra que se situam em 6q21-25 (Jin et al, 1994). Estas alterações são
comuns a todos os zubtipos histológicos com excepcção do carcinoma ex-adenoma
pleomórfico. Neste carcinoma, que corresponde à malignização de uma neoplasia
benigna, descreveram-se rearranjos clonais envolvendo as regiões 12q13-15 e
8q12-13 (Butlerdiek et al, 1990; Mark et al, 1991, 1992; ln et il, 1994).
A aníIise citogenética demonstrou ainda haver anomalias específicas
associadas a sútipos histológicos particulares dos carcinomas salivares: carsinoma
adenóide+istico e carcinoma mucoepidermóide. No primeiro foi identificada a
translocação recorrente t(6;9Xq23;p21) §ordkvist et al, 1994) e, no segundo,
veri{icou-se uma translocação entre o cromossoma 1l e o cromossoma 19 sob a
fonna t(11;19Xq2l-22;pl3) §ordkvist et al, 1994). CuriosamentÊ, esta
translocação detectada no carcinoma mucoepidermóide, que tem pontos de quebÍa
em llq2l e 19p13, parece citogeneticamente idêntica à que foi descrita no tumor
de Warthin (Bullerdiek et al, 1988; Mark et al, 1989, 1990; Nordkvist et al, 1994).
Genética molecular
A identificação de anomalias cromossómicas específicas associadas a
certos tipos de neoplasia tem fomecido indicações fundamentais para a localização
de genes envolvidos na tumorigénese.
A cancterização citogenética das neoplasias salivares tomou este grupo de
tumores potencialmente informativo para anrálise molecüar por duas razões: a
existência de alterações cromossómicas recoÍTentes específicas e a apaÍente
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diferença quanto aos padrões citogenéticos observados, entre tumores benignos e
malignos. Nesse sentido o adenoma pleomórfico revelou-se um modelo de estudo
preferencial. A regularidade e especificidade dos rearranjos cromossómicos em
8q12 e 12q13-15 sugeria a existência, nessas regiões, de genes fortemente
associados ao desenvolvimento neoplásico.
Alterações em 12qi3-15, para além de ocorrerem no adenoma
pleomórfico, foram igualrnente descritas em outros tumores benignos, como os
lipomas (Mandahl et al, 1994) e os leiomiomas uterinos (Pandis et al, 1991) o que
evidenciou esta região como potencialmente implicada na sua génese. Os estudos
moleculares efectuados com o objectivo de caracterizar estes rearranjos e
identificar o(s) gene(s) afectados conduziram à identificação do gene HMGA2
(anteriormente designado por HMGIQ localizado nesta região, pertencente à
família dos genes de proteínas de elevada mobilidade, que têm papel na regulação
da estrutura e organização da cromatina (Shoenmakers et al, 1995; Ashar et al,
1995).
São vários os cromossornas parceiros nas translocações com 12q13-15,
mas o envolümento de regiões genómicas particulares e, consequentemente, de
determinados genes, parece estar associado a tipos específicos de tumores. Um
exemplo disso é o gene LPP, qrc se localiza em 3q27, e que é o parceiro do
HMGA2 na tanslocaçáo t(3;12)(q27 -28;ql5), a anomalia citogenética mais comum
em lipomas (Petit et al, 1996). Nos adenomas pleomórficos, os genes identificados
como parceiros do HMGA2, foram, até à data, os genes FHIT, em 3p14.2, e NFIB,
em 9p23 (Geurts et al, 1997, 1998).
Foi sugerido qu;e o HMGA2 ntervem na regulação da proliferação celular.
Os estudos de expressão demonstraram que o gene tem níveis altos de expressão
em tecidos em que há proliferação activa como os tecidos embrionários e as
neoplasias malignas, mas em tecidos adultos normais a sua expressão só foi
detectada errr pulmão e rim (Rogalla et a1, 1996; Gattas et al, 1999).
Por forrna a ayaliaÍ o seu envolvimento em tumores benignos de natureza
mesenquimatosa, nomeadamente em lipomas e em leiomiornas uterinos, Tallini et
al (2000) procederam ao estudo da expressão do HMGA2 correlacionaram os
dados obtidos com as alterações cariotípicas identiÍicadas nesses mesmo tumores.
Os resultados demonstraram haver expressão aberrante do HMGA2 nos tumores
com rearranjos em 12qi4-15, nos quais o ponto de quebra se encontrava no próprio
gene ou na sua pÍoximidade.
Outros tumores benignos, como os hamart664 da mama e do pulmão, o
angiomixoma e o fibroadenoma da mama (Shoenrnakers et al, 1995) com
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Íearratrjos em 12q13-15 têrn tarúém envolümento do HMGA2. Todas estas
neoplasias benignas que incluem também o adenorna pleomórfico partilham um
padrão histológico bifásico com diferenciação epitelial e mesenquimatosa, na
maior parte dos casos estando a desregulação do HMGA2 confinada ao
componente estromal (Iallini et al, 1999).
A anomalia cromossómica mais comum em adenomas pleomórficos das
glândulas salivares é a translocagão recíproca t(3;8)(p2l;q12), observada em cerca
de 30% ilos casos que têm anomalias do cromossoma 8. A análise molecular do
ponto de quebra desta translocagão perrnitiu identificar os genes responsáveis,
nomeadamente, o gene PIÁGI, ern 8q12, que codifica um factor de transcrigão e o
gane CINNBI, em 3p21, que codiÍica a beta-oatenina (Kas et al, 1997). Como
resultado desta translocação hí uma troca dos promotores enEe os genes PIIG,Í e
CTNNBI, mecanismo que coloca o gene PLÁG| sob o controlo do promotor do
gerc CTNNBI e üce vers4 o que pÍeserva as sequências codificantes de ambos os
genes. Este mecanismo molecular, que se desigrra por 'lromoter swaping", iuplica
a activação do gerc PLtlGl e o aumento da sua expressão, bern como a redução
dos níveis de expressão do gene CTNNBI nas células tumorais. Por sua vez, a
expressão anorÍnal do PL{G,I condiciona a desregúação dos genes-alvo do
PLAGI, como o gene IGF-II que se pensa ter uma função firndametrtal nos
mecanismos de diferenciação celular §oz et al 2000).
O alargamento do estudo a outros adenomas salivares com translocações
variantes, como a t(5;8)(p13;q12), confirmou o compromisso do gerc PIÁGI e
levou à ideotificação do outro gene paÍceiro na tÍa$locação, o gene ZIFÀ em 5pl3
(Voz a al, 1998). Taobém a análise de adenomas pleomórficos conr cariotipo
normal perrnitiu verificar que o gene PIÁG| se encontra rearranjado ralguns
destes casos, tendo como genes 'larceiros", para além do gene C77VÀD1, o gene
§// que tem igualmente localização na regiiÍo cromossómica 3p21.3-22 (Àstõm et
4leee).
Assinu a activação da expressão do PLÁGI, que ocure sob o controlo de
pÍomotores de diferentes genes, parcce ser uú factoÍ decisivo no mecanismo
patogfuico dos adenomas pleomórficos. No entatrto, num estudo por hibridizagão
rz siru com fluorescência (FISH) realizado em [ês casos de adelroma pleomórftco
que tinham anomalias na região 8q12-13, foi demonstrado quie o PIÁGI não êstava
rearra4jado, o que levanta a hipótese de nessa região haver mais genes com
intervenção na tumorigénese salivar @ôijer et al, 1999).
A exist&rcia de oncogenes diferentes envolüdos nestes tumorcse o gene
PLAGI em 8q12 e o geae HMGA2 na região l2ql4l5, parece indiciar duas vias
)1
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de desenvolümento neoplásico independentes para os adenomas pleomórficos.
Continua, no entanto, poÍ esclâreceÍ se a activação desses oncogenes é reflexo da
progressão tumoral ou, se pelo conhário, é responsável per se pela iniciação
neopliásica.
As delecções do cromossorna 6 (6q25nter) são as alterações estÍuturais
que ocorrem com mais frequência nos carcinomas salivares. Foram realizados
estudos de perda de heterozigotia com o objectivo de caracterizar molecularmente
estas delecções cromossómicas (Queimado et al, 1998). A anrálise de uma série de
19 casos permitiu delimitar duas regiões de delecção mínima neste tipo de
tumores, 6q21-23.3 e 6q27, o que sugere a inactivação de genes onco-supÍessores
aí localizados, o que se relacionaria com o processo de cancerigénese das glândulas
salivares (Queimado et al, 1998). Não são coúecidos os mecanismos moleculares
das translocações específicas t(1f;19) e t(6;9) associadas, respectivamente, a
carcinomas mucoepidermóides e a carcinomas adenoide-císticos.
Para além dos estudos sobre a identificação dos genes e dos mecanismos
moleculares que estes regulam sugeridos pela análiss citogenétic4 há outros
trabalhos que incidiram sobre a intervenção potencial de outros genes,
nomeadamente os proto-oncogenes H-RAS, c-ERBB2 e MYC e genes supressoÍes
de tumor cono o W53 e o RB, aos quais é recoúecida a participação na
oncogénese de outras neoplasias humanas (Sterunan et al, 1991; Sugano et a1,
1992; Deguchi et al, 1993; Birek et al, 1994; Yamamoto et al, 1996; Yoo et al,
2000;. Shintani et al, 2000).
A maior parte dos estudos efectuados em tumores das glÍindulas salivares
incidiram principalmente sobre os genes c-ERBB2 e TP53 (Pinto et â1, 2000 para
reüsão). As mutações no gene 7P53 ocorrem mais frequentemente em tumoÍes
malignos do que em benignos o que favorece uma possível acção deste gene no
desenvolümento e progressão tumoral (Rosa et al, 19971' Yamamoto et al, 1996).
Em relação ao c-ERBB2 foi demonstrada a sua sobre-expressão associada a um
progtóstico desfavonivel em várias neoplasias humanas, nomeadamente o
carcinoma ductal da mama (Hanna et al, 1999). Nos tumores das glândulas
salivares há vririos estudos que sugercm que as alterações que afectam o gene c-
EnÀ82 desernpeúam um papel impoúante no desenvolvimento e pÍogÍessão em
vários carcinomas (Félix et al, 1996, Giannoni et al, 1995; Hellquist et ú, 1994;
Press et al, 1994). Por isso se admite que as mutações que ocorrem em ambos os
genes podem influenciar os mecanismos de desenvolvimento e progressão tumoral
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O presente trabalho pÍetendeu utilizar a caracterização (cito)genética de algumas
formas histológicas de neoplasias das glândulas salivares paÍa elucidar sobre as
vias de desenvolümento neoplásico bem como sobre mecanismos de diferenciação
celular.
Considerados estes objectivos gerais identificaram-se como objectivos específicos
desta investigação:
caractefizar alterações cromossómicas recorÍentes por forma a reconhecer
regiões genómicas-alvo com potencial papel na tumorigénese das glândulas
salivares
contribuir para o esclarecimento da histogénese das neoplasias salivares com
diferenciação bi+elular, nomeadametrte usando como modelo o adenoma
pleomórfrco, através da identificação das células epiteliais e mioepiteliais
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c'se 1l f,,irh i Eindcüim (!;8xq29iql3) atd c.rca 12
ad 13 wilh ! trílbcdior (E;9Xql4É2). Re{úiruê
Ecnts i! l2ql!15 *tIü found in ooc úDor.
Ils rrsülIs cdrfirm rüÊ .hta akady coltccrd in
Flviotts c)tlogcíElic lnldhr of ptcmorPhic dcldEs
t4,6-121. Th! klÍ]otypic c,hmcrlrilrics of rhcsc nco-
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Fig. l. llistological appçarance of thc studied cases: pleomorphic ademma (A)' \tfarthin's tumor (B)'
m1'ocpithelioma (C), and qstadcnoma (D).
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FrS. 2. Keryotype of a metaphase from casc 14. Karyotypic description is shown in Trblc I.
plasms were described in detail by Bullerdiek Êt al.
t8-l2l and others Í4,6,231.It has been demonstrdted that
pleomorphic adenomas prcsenl highly specific Í€affangÊ-
ments that prcferentially affect thÍ€e chromosomal
regions: 3p2 l, 8q I 2, and I 2q I 3- I 5 [4,É I 21. Rearrangc-
ments of 3p2l and 8ql2 usually involvc the samç recipro-
çal translocation t(3:8)(p2 I :q I 2) Í4,6,121.
Three cytogenetic subtypes were'deseribed in pleo-
rnorphic adenoma by Bullerdiek et al. [0-l2l: l) with
normal karyotype; 2) with 8ql2 rearrangemenq 3) with
l2ql3-15 Íearrangoment. The cases that do not fall into
these categories constitute an heterogencous group of
tumors pÍÊsentiflg diverse noiuÊcuÍrÊnt clonal abnormal-
ities. Table [I summarizes the dau of the largest series
published thus far [4,6,121 and our own data.
We verify that our results corroborate the cxistence of
the aforementiorred cytogcnetic subtypes and, thetufore,
they shongly support üe hypothesis that chromosomes E
and 12 carry gencs of relevance for the tumorigcnesis of
pleomorphic adenoma.
Warthin's tumor is the second most reprcsentçd tumor
type in this series. The cytogenetic information available
in the literature is scarce U3,21-721, and was rccently
inmeased with the publication of Nordkvist et al. [22J.
Similarly to pleornorphic adenomas Ma* et al. [13] pro-
posod three di*inct cytogenetic categories: 1) with a nor-
mal karyotype, 2) with numerical changes only, and 3)
with etructural chânges only. Our study of Íive additional
cases of Wanhin's tumor does not entidy suppoft this
oversimplificd view since one case (case l8) evidenced
both clonal numerical aberrations (+7) and structural
rÊarrangcments with a reciprocal translocation t(6;8)
(p23;q221. Nordkvist ct al. [22J also refened one case
showing a sideline with a reciprocal translocation and
loes of one chromosome.
Brcakpoints at 6p23 have been already reported in a
case of lVarttrin's tumor by Mark Êt al. [l3J and this fact
makes this abnormality a recuÍÍent change in this group
of tumors involving that particular region. It is thereforc
conceivable that a gene located at that locus might be
potentially related to the development of these neo-
plasms.
To our knowledge there is no information regarding
the cytogenetic characteristics of myoepitheliomas and
salivary glatrd cystadenomas. The two entities represent
uncommon histological lesions among benign salivary
gland tumor§. The analysis of the cystadenoma included
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Fig. 3. Karyotype of a rnctaphasc from çase 18. Karyotypic descripüon is shown in Túle I.
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with gain of chromosomes 2 and l8 but without structural
abnormalities. The myoepithelioma studied revealed a
normal karyotype. Myoepitheliomas are neoplasms that
present a quite monotonous cellular composition with ele-
ments exhibiting a terminally differentiated myoepithelial
cell phenotype U4,l8l. Being considered Írs one end spec-
tmm of differentiation of pleomorphic adenoma, it is con-
ceivable that myoepiüelioma might also share the cytoge-
netic characteristics described in benign salivary tumors.
CONCLUSIONS
In summary, our results confirm the existencç of dis-
tinct cytogenetic patterns of chromosomal alterations
among benign salivary gland tumor§, particularly pleo-
morphic adçnomas. Cytogenetical abnormalities are not
limited to this heterogeneous histological type and do
also occur in commonless benign salivary tumors. More




gland tumorigenesis and the morphogÊnetic relationship
between the distinçt histological types of salivary neo-
plasms.
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Warthinrs tumour is a peculiar subtygre of monomorphic adenomas of the sâllvaly slând§, frequently
cystic, and that characteristically associates an epithelial gland"lar cell coÍrponent to e dense l:nn-
píoid infiltrate, Short-temn çultures &om 12 Warthin's tumours of salivary glands, including 5 pre-
viousty reported cases were successfully karyotyped and clonal numerical anÜor sEuctural changes
ygere detected in 7 of them (58Yo). 3 cases showed numerical abnormalitles with loss of chrornosomes Y
(2 cases) and X (1 case). The remaining 4 abnorsral cases presented the following strtrctutsl changes:
com.plex Eanslocarion t([1;f 9;16)(q2f ipf Z;p13.3); reciprocal translocations t(6iE)(p23;SZZ) a"d
t(6i15)(p21;qf S) (2 cases); and 1p22, 3p26r llp13 changes. In I case, clonal numerical deviations (+7
a11d -1.) syere corrcrltrent with the stnrctural rearrartgement t(6;8). Two of these aber-rations ere sug-
gested to be 11lartSirns trrÍaour-associated: f lq;19p translocation has already been descdbed in 3
r"r.", and struçtrrral rea6atrgegrents of 6p23 have also beeu reporred ia another çase. Our strrdy
e:rtends the c5nogenetic lnfomation about Warthin's turnour aod identifies two rê§urrÉnt abnosnalides
- 
6p rearrange1nents and t(ll;19) - 
specific for fifu salivaly neoplasm. €) f 997 Elsevler §cience Ltd
Key words: salivarry gland neoplasms, Warthin's trrmour, cytogenetics, chromosoüre 6, t(11;f9)
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TNTRODUCTION
Warúin's tumour is a raüer pcculiar rype of salivary gland
adenoma with a well-defurcd clinicopathological profile,
characteristically male prcponderance, almost exclusivc loca-
tion at úe parotid gland, rypical histology and a uniformly
benign course.
Thc catcgorisation of rhe lcsion whethcr a 'true' neoplasm
or a reacúve pseudorumoral hyperplastic process has been a
matter of controversy [l], which reinforces the potential uril-
iry of its cytogcnctic srudy to clarifr úe issue.
T'he cytogenetic information available on this rumour rlpc
is rather scarce, amounting to less úan 30 cases [2-5]. [n
pleomorphic adcnomas, highly specifi c chromosome realTân-
gemcnts allowed the identification of distinctivc cytogenetic
subgroups [2,6] . By analogy, Nordkvisr er a/- [5] proposed
thrce cyrogenetic subgroups in rJflarúin's tumour: (1) with an
apparently normal stemlinel (2) wiü normal stemlincs and
abnormal sidelines; and (3) with abnormal stcmlines'
'[te purpose of the present srudy was to report additiona.l
cytogenetic information of ril(/anhin's tumour by describing
úe chromosomal pattern of a series of l2 cases, úat includes
? ncw cases, further contributing to the discussion concem-
ing its reladonship to üe genesis of Úre ncoplasm.
Correspondencc to J. Soares.
R.eccivid 4 Oct. 1996; provisionally accepred 9 Dec. 199ó; revised
manuscript reccived 2l Jan. 1997.
ÀTTÁTERI.ALS AND }IETIIODS
12 cases of §flanhin's tumouÍs of úe parorid gland were
successfully processed for cytogenetic study' The patients'
age ranged between 28 and 72 years (mean: 58.1 t 13.6
years) (-fablç t). All but 2 patients were males.
F*resh tumour samples were processed, under stenle con-
ditions, for short-term cultures as described by Gibas et a/.
[7]. The mitotic activity and morpholory of t]re cultured cells
wcre assessed daily using a phase contrast microscope.
Chromosomes were analysed using G-banding techniques
and karyorypes rffere dcscribed acçording ISCN guidelines
[8J. The constitutional karyor1ryes were checked by routine
lymphocyte culrures exccpt for cases 6, 10, Il and 12
(Tablc l), where thcre was no available peripheral blood-
Flow cytomeuic DNA analysis, using a modifrcation of üe
method of Thornthwaite er a/. [9], was performed in all but
cases 2 and 7 to compare the DNA index of the tumours with
the modal chromosome number found by cytogenetic analy-
sis in culture. Florv cytometric DNA analysis revealed a
diploid histogram (DNA index=I.O) for úe l0 rumouni
assessed.
RESULTS
The constitutional karyorypes analysed were cytogeneti-
cally normal. Table I summarises the clinical and cytogeneric
findings of thc 12 cases. 5 of the 12 cases only shot*'ed
JÍ+
-sl
metaphases wiú normal karyorypcs. Clonal numcrical devia-
tions, as thc solc cgogcneric abnormaliry, lvere detccted in
3 cases and corresponded to loss of chromosomes Y (case 2
and 3) and X (case 5). The remaining 4 cases showed srruc-
rural alterations: casc 4 displayed a reciprocal translocation
t(6;8) concurrent with clonal numerical dcüaúons (+7, =Y),
Cytogcnetics of Warthin's Tumour 345
case I (FiS. l) presented a reciprocal translocarion t(6;15)
(p2l;ql5) and casc l0 had a complex translocation t(l l;19; l6)
(q2l; pl2;p13.3) (hie. 2).
Carc I extribitçd scveral clonal structural abnormatities
affccting 1Lp22,3p26 and llpl3 chromosomc regions; in
this case some variant cells wcre also observed-
Table l. Summary of the clinical and cytogeneúc findings of 12 Wanhin's rumours


























47,XY,t(6;8) (p21;q22),+7 lz]/45 j(,-Y,
[2]/46,XYU0l
45,X,-X[2]/47ÀXX I I J/46,XX [81
46,XYltol
46,XYll5]
4O-46,XY,add(3) (p26) del( I 1 ) (p I 3) [2U45,XY,
t(1 ;6)(p22;pl I .2),-8,del(,1) (q3 l. I ) [ I )/a3fiY,
t( I ; I 2)(p22;q24),- I 3,- I 8-22 [ 1]/,16ÃY[81
45-47,:cy,t(6; I 5Xp2 I ;ql 5) [5]/a6,xyl7J
37475íX,, dçr(l l)del(l l) (q21) t(I1;r9;ló)
(q2l;pl2;p 13.3),
dcr( I 6)dcl(l 6Xq22) add( I 6) (p I 3.3)t(l I ; Ie; I 6)
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FtS. 1. Kaqrotype of a metephase hom case 9 (karyotypic descripdou ls shorrr in Table t).
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DISCUSSION
Cytogenetic data on Warthin's tumours are, to our best
knowlcdge, available from 28 cases reported by Bullerdiek er
aL Í"1, Nordkvist er aL l1l and Martins et al. [10]. Our pre-
sent series reports on twclve turnours, that compri§e pre-
viously described cases [10] and 7 additional ceses. 5 of the l2
cases (429{,) displayed normal karyotypes which is in agree-
ment ç'ith úe studies of Nordkrist et al- [5] and similar to
ç'hat is found in pleomorphic adcnomas, the most common
berrign salivary gland tumour, that present§ a cytogenedcally
defined subgroup with a normal karyoqpe [6, I l]. As gener-
ally rcferred it cannot bç excluded úat úese Ça§e§ possess
altcrations at a rnolecular level u'hich are undctectable by
conventional cytogenetic analysis.
The Íinding of clonal alterations in almost half of War-
thin's tumour cases further supports úat this lesion is a 'true'
ncoplasm raúer úan an autoimmune or hlperscnsitivitl'-
rclatcd tumour-likc proliferation, as pretiously suggested by
Ogaura er al. [l2l and Allegra et al. ll3J.
Sevcn out of the 12 tutnourÍi (5E%) displayed clonal aber-
rations, four being structural changes; úe remaining three
were charactcrised as çlonal nunreriçal abnormslities (loss of
chromosomes Y and X). Loss of chromosome Y *'as also
prcviously reponed in 3 cases of §farthin'§ tumour ['l' 5] but
the significançe of úis cltogenctic finding as a marker of
clonal change is rathcr controversial, since loss of çhromo-
some Y can occur in the normal bone marrorr of elderly
males and it is generally agreed úat it is not pathologically
meaningful [14].'IhereforÊ, one might admit that a missing




F'our neoplasms of this series presented clonal suuctural
aberrations, Cases 4 and 9 shorved reciprocal translocations
involving úe 6p region. In úe former, a t(6;8)(p23;q22)' the
breakpoint rvas identified in óp23, which makes úis chro-
mosomal abnormaliry a recuÍTent alteration in tü(/arúin's
rurnour t4]. In úe latter, a t(6;15)(p2l;ql5), úe breakpoint
was defined at 6p21. In case 8, in adütion to cloaal structural
alteradons involving úc 1p22, 3p26 and I lpl3 regions some
variant cells rvith brsaks ia üe region 6pll'2'2l,3 werc also
identifred. These alterarions, rakcn togeúer, point to admit-
ting üat üe úon arm of chromosoms $ çsntains a region
consistently involved in úe orign of Warthin's tumour-
Abnormalities of üese chromosomal regions identified in
distinct benign solid rumour tllpes may suggest that they
contain genes involved in tumour growth regulation [I5].
A complex transloçation involving úe l1q2l and 19pt2
regions was detected in case 10. A similar üanslocadon,
t(l l;19)(q2l:pl2-13)r was previously reportcd on ?
§(Iarúrin's tumour cases and a t(ll;16)(ql3-15;q23) also
reported in another neoplasm of this type [2,3'5J' Inrerest-
ingly, a similar t(l1;19)(qla-21;pl2) u'as also documented in
mucoepidermoid carcinomas of the salivary glands and lung
U6-201. Illucoepidcrmoid carcinoma and Warüin's tumour
do not share clinicopathological similarities, being apparently
unrelated neoplastic entities boú originadng on salivary
glands tissues [21]. §(,c hypothcsise that the above menúoned
cytogenctic lesion úey have in common may be associated
with úe histogenesis of both ueoplasms anatomically related
to the proximal duct systern of salivary glands [22] -
Our study validates üe proposal of Nordkvisr et al, [5] for
úe c1'togenetic categories of §S'anhin's tumour. However,







F-tg. 2. Karyotype of a rnetaphase frotn caec 10 (karyoqpic descrlptioa is shown in Tahle 1).
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alúough informative for the understanding of the paúrology
of tumour development, it seems to be of no clinical rele-
vance since the neoplasm is ahvays bcnign and curable by
§urgery.
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Matignant Salivary Gtand Neoplasrrs: a Cytogenetic Study
of 19 Cases
c. Martins, I. Fonsece, L. Roque, A.E. Pinto and I. soares
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Pcrgamon
À group of 19 laqll3nant aalivary gland neoplacmc of varlous hlstolodcaf typGl (mucocpideraold
caicujma, aclnic ccu carctnomar-adenoid cyrtÍc carc-lnoma, cplthcüal-rnyoeplthellal carclnoma'
myoeplthcllel crrclnorma, baral ccll adenocarclnomao carcluoua er-pleomorphlc adenoma, ductal
cerçliomar ldeuocarclnoma not othenvlsc epcclfied and undifierentlated csrclnoma) wcriÊ cytogeac-
tlcally lnvc*tlgntcd. previous taraotyplc lnformstion revcaled dclctlon of thç long ffm of chromo'
ro-e 6r locr of chroürocoÍnc y and tfrc tato of chrornocome I ac the Éott rccrrffeüt dcvladonc found ln
ür."e aeoplarmr. Cxonat chromoromo "br"r"tious 
wÊr'Ê dctected ln 1l cesÊs of últ eerlcr- In 7 of thcu
úrcrç w€rr' only nuurcrfcaf dcvloüons (gatn of chromoaonet 2r7r8r lo and X end loce of chtotüotomci
lg, 2l and y) wlthout conco'nltant atructural anomalles. structural rcerrangernerrtr ruch as t(2;?)t
t(6;f 6), t(6;g) and t(lll) translocatlons wÊre found in two mucoepldermold csrclnomal' orlG adcuold
Ç-U" "sr"iloo.rra 
and one ductal carclnonea, respcctlvely.
The wldc spçctrum of changec found in thls group of neoplaarnt rm8y rcflcct the dlvcrtlty ln thçlr
hletogcüed* aad dlfiercntÍatton phcnotlrllcs. Copyrtght @ 1996 Elecvler Sclcncç Ltd
Kc5mordsr ealrvary gland aeoplasrus, cytogGnetlcs, adenold sysdc carclnornar mucoçpldcrmold
crrçlsoma
Orat Ottcot, Ew Í Aanccr, Vol. 328, No. 2, pp. 128-132,1996'
INTRODUCTION
ldalignant salivary gland tumours ârc infrequcnt neoplasms
that tresent various rnorphological pattcrns as well as diverse
clinical behaviour [1r 2]. Cytogenetic stuüeson sativary gland
trrmours ere aLnost resuictcd to benign tumours, cspecially
ptcomorphic adcnomss []51. The information rcgarding thc
cbromosomal pattÊrns of malignant ulivary gland neoplasms
is rathcr timited 1Ç171. Strucrural Íearrangemcnts involving
the long arm of chromosomc 6, loss of úromosome Y and gain
of chromosome I ErG tecurrcÍrt clonal dcviations that have
been demonstrated in úesc tumours [4F17]-
§(Ic pretent hcrcin additional cytogerretic information on úe
frequencry and specificity of chronrosomal deviations found in
a ssriçs of 19 çonsçcutivc rnalignant salivar] gland rurnour
rypcs of diverse histological typc.
MÀTERIÂLS AND METHODS
Sludy p.oPulation
Ninetccu malignant salivary gland tumours wÇre success-
fully processcd for cytogenetic study- The patient's age ranged
Corrctpondencc ro I. §qaÍca at üc Deplrreroearo dc Patologia
Morfologice, Instinrto Pornrguêr de Oncologia, Rua Prof' Lime
Bssto, 1093 Lisboe Codex, Pomrgal-
Rcccivcd 6 Oct. f945; rcccptcd 20 Oct. 1995"
betweerr 12 and ?9 years (Table 1)' All úe nrmours wçrç
located at úe maior salivary glands (parctid gland n-15;
submaxillary gland n:3), but case I originatcd in thc minor
salivary glands of úe oral cavity.
Methods
The neoplasms were classified according to the World
HeaIú Organization classification [2J into úç following
categories: mucoepidcrrnoid carcinomas (n - 5), adcnoid syt-
üc carcinomas (z:3), carcinumas ex-pleornorphic adenoma
(n = 3), epithelial-myocpiúelial carsinomas (a - 2) (Fie' t );
acinic ccll carcinoma (tt =l'), adenocarcinonre NOS (not
oúrerwisc spccified) (n: l), bassl ccll adenocarcinoÍnâ (n= l),
undifferentiated carcinoma (n- l), myoepithelisl cslcinoma
(z: l) and ductal carcinoma (n: l) (Fig. 2).
Pieccs of fresh nrmour tissuê were uscd to set up short-tcrrn
culrures from çaú neoplasrn- The rnethods f,or tissue çrrlture
were describcd by Gibas et aI' [18]. The rnitotic activity ârd
morphology of thc cultured cells were asscsscd daily using a
pha se-contrast microscoPc.
Chromosomes wÊre analysed using G-banding techniques
and karyotypes wêre dcscribed according to úÊ Internationrl
§ystcm for Human Chrornosomee Nomenclature (1991) [19]'
tzE
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45, XX, -Zll2l!47, XXXtZIi,t6, XXtgl
46, XY, t(2;7)(q23;p23) [5]i,16, XY[6]
46, xY, +7, -ztÍzliíz, xy, +tlzllgq,xxyy, +?, +7l?]1146, xy,
t(6; t6) (q2l ;q22) [Tl/46, Xy, del(ó) (qâ3) ÍU/,ró, Xylsl
45, X, -Y[3]1ffi, X, -Y, +?[r]i.t?, Xy, +8[2]/46, Xy[T]
46, X}(
4ó, XX
46, XY, t(6 ; 9) (q2 F2 5 ;p22-24) [8] /45, X y, t( 6 ; 9] (q ZTZS ;p?2*24), _ 20[4J
46, xY
48, XX, +2, +8l77i4i,xor -X, -10, +20[2]/46,X0, -X, +20[II/46,xX[6]4l,x.Y, -3, -7, -14, -l?, -tE[l]/43,XX, _g, _lE, _tgllJ/i{xx, _le,
- 18, -2lnli.r6, xx[8]
46, XX
46, XY
4ó, X, -Y, +7[lO]
{7, XX, + l0[t4y4ó, XXIZI
{ó, XY, r( I ; I ) (p36;q t?)ÍZll 4t, Xy, + 7[ I ]14ó, Xy[g]




















Fic' t' Epitheltal-myocplthellel sarclnoma exhlblting a Fls. 2.-Sativrrl, duct carcinoma, rhowta5 e prsdorntnosltyblphaslc compoeltlon wlú an lnner tayer oldarl" cptthellal c.lbrüo.u .dmi."trr. (çarc l?) (hacmrtoxyllu rud cocln).cells surrounded by a layer of,clear, myoeplúellal-type cellc
(casc ll) (haemstoxylln aad corln).
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The constitutional karyotypes were checked by routine
lymphocyte crrltures, €xcept for cases tr 4, 12, 14 snd l9'
Fir DNA cytometric analysis, tumour samples were pro-
cessed according to a modification of the method of Thorn-
úrraite et ol.l2}l. Histograms were defined as diploid (DNA
index= 1.0) if they had a single Go/Gl peak andas aneuploid if
úere wes evidence of morc úan one distinct G0/Gl peak'
Normal counterpert cells were used as a standard control. cell
cycle enalysis was performed using úe Multicycle Software
Piogram (bhoenix Flow Systems, Inc', San Diego, California'
u.s.A.).
RESULTS
Table I summarises the clinical data and úe cytogenetic
findings in 19 malignant salivary gland tumours' Flow
oTtometricDNA analysis was performed to compare úe DNA
indcx of the tumours wiú üe modal chromosomç number
found by cytogenetic analysis in culturç' The rçsults allowed
the acceptance of the cytogenetic analysis as representativt of
úe original tf,urours. Flow cytometric DNA analysis revealed
aiptoid histograms (DNA index= l.O) for all tumours with the
cx-ception of çases 5, 14, 16 and l7 which exhibited a DNA
index of 1.761 1.24,2'tB and l'95, respectively'
Âll constitutional karyotypes analysed were cytogenetically
normal, Eight of úe 19 neoplasms had metaphases with
normal karyotypes. They corresponded to two mucoepi-
dermoid carcinomas, two adenoid rystic cercinomas, one
epithelial-myocpiúelial carcinoma, one carcinoma ex-
pleomorphic adenoma, one basal ccll edenocarcinoma and one
undifferentieted carcilroma'
Àll the cases with cytogenetic abnormalities also displayed
normal karyotypes, êxcept cases 9 and 15' The former
presented a t(6;9) (q23'25;p22-24) and the latter showed loss
ãf 
"hro*o.ome 
Y and gain of chromosome 7 in all metaphases
analysed.
Cases 3, 6, l1 (Fig. 3),12,15, 16 and l8 exhibited numerical
alterations (gain of chromosome§ 2,?,8, l0 and X and loss of
chromosomes 18, 2l and Y), without concomitant structural
anomalies. Cases 4 and 17 (Fig. a) had reciprocal transloca-
tions as üre sole abnormality, respectively, t(2;7) (q21;p?2)
and t(l; l) (p36;ql2) and cases 5 and 9 showed both numerical
and structural abnormalities wiú involvement of chromo-
somes 6, ?r 9, 161 20 and 21.
DISCUSSION
Malignant tumours of the salivary glands âre uncommon
neoplasms. Their incidence is much lower úan their benign
.orrrt*rp"rt and úis fact may iustify the rather limited
karyotypic information available.
Our series of 19 malignant salivary gland neoplasms
constitute a heterogeneous group of tumours, including ten
different histopaúological subtypes : rnucoepidermoid carcin-
oma, acinic cell carcinoma, adenoid cystic cârcinomâ, epiúe-
lial-myoepithelial carcinoma, myocpiúelial carcinoma, basal
cell adenocarcinoma, carcinoma ex-pleomorphic adenomat
ductal carcinoma, adcnocercinoma NOS and undifferentiated
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Ffs. 4. Krrryotypc oÍr mctephacc from crre 17 (taryotplc dcrsrtpdoo lr rhowa ln Trblo l).
ation in úc mimoscopical eppcarance of, úc malignant setivery
gland tumours.
FlowoTtomctric results agreedwcll wiü thc modal úromo-
somç nusrber found in culturcd tumour tissuc. For all
fttü:olrrE, cxcÊpr in cases 5, 14, t6 and l7l diploid histogmms
\rere in accordance wiú úe modal drromosome nuglbcr of the
karyotypes. The aneuploid histograms obtained iu carcs 5, l{,
16 and l7 (1.76, l.â4,z.t9and t.gÍ DNA index, respcctively),
disagree wiú the modal cürornoeomenumber46,47rfound by
qtogenetie anelydr which cen be orpleined by úe loss of
eneuploid cells in culture.
Eight cases revealed normel karyotypcs and this fnding is in
part rrn€xpected, mnsideriug úe high &equcncy of clongl
cüanges descÍibed in human msügnancier l?l,?áJl.Due m the
important role of úe stromal meseuchyaal cclls in the
composition of salivary ncoplasms, one might ergue that úe
apparcntly normal karyotypes are related to thc high capacity
of the $tromel cclls to grow dz tr'rro. HowcveÍ, we cau also
admit that malignaot neoplasms displaying normel karyorypes
havc altcrariona at a molccular level, without evidencc of
chrc,Ínosomal rcarrangementr bcing, thcrcfore, undctecteble
by conventional oTtogenetical analyaie.
Arnong sâlivaÍy gland nmplasmsr mu@cpidermoid carsin-
oma is üre bestcytogenetically drsrscteriscd subgroup \rrirh lg
caaer already reported [l l-151. Nurrrerical $pngef (loss of y
chromosome, trisomies as * Z, + B) od etructural abnormali,
ties (6q22-25 and llql4-24 rçarrangÊmenrs) are rÉE1rÍrenr
deviations fouad in úesc tumours. In our series, mucocpidcr-
moid carcinoma wras atso úç most fregu«rt neoplasia (z:5).
Three ceses had ctonal abnormalitiÊg: csse 3, nurnerical
dcviatioac (loss of chromosome 2l and gain of chlomosome
X); cssc 4, a reciprocal translocetion t(2;?) (g23;p22) and case
5, boú numcrical and struçmral dcviatious (loss of chromo-
some 21, gain of chromoromc T and fu reerrarrgemeots).
Rearreaguneots of, l lqlrt-24, nemely thc previousty rcporrea
t(l l; 19)(ql4-21;pl2-f 3) tl$-tjl wcrenot found inourcases.
Knryotypic informadou on ecinic ccü carcinoma includes
somr consistcot clonal devistione: 6q rcâÍrângqmctrts, loss of
cürromosonre Y and gain of chromofomc§ ? and g [14]. Apert
&om 6q ÍÊarmngÊments, cBBÊ 6 also displayed trisomics T, g
and loss of chromosomc Y, Thcpaúogcaic significaoceof _y
and + 7 in short-term cultr.lred ncoplt*n. has bccn a msftcÍ of
debate, rince these abçrrations wsrc aleo found iu non_
aeoplastic cclls [l4J- Receatly, it has beerr dsnonsrated in
kidney s,-ours ond gurÍpuürring tiszueE úst tfiso*ies ? and
lO charEcterise subpopulatioas of nrmour-infilratiag lym_
phoeytes [231. Thc cxect dgnificancc of thes€ sbürarions
remeins poorty undemtood. lfowÊver, it is rÊmFdng to
hypothcsisc c simileÍ pheoorncnon ocsurring in the casf we
reponed, sincc ecinic cell carcinoma ir a neoplasiE ctraracter-
istically conteining aggregares of lymphoid cells.
Thc cytogenctic data of úe 16 cesec of adeaoid cystic
carcinorne recorded in the litereture úow 6q rearrangernents,
lose of drromocome Y and cÊin of chromosomc g [4, 5, 14, l6J:
One out of the tbree adcnoid cystic carcinomas erudicd (csse g)
rcvealed a rcciprocal trenslocation (6;9)(q23-Zi;pZZ-
24) similar to thc ÍecrrrrlEnr (6;9)(q2l-24;pf3-23) found iu
úrec published cascs of üre parotid gland [], 14, I ?] ar well as
{rt)
ri2 C. Martins et a/
to úe t(6;9) (q21;p22) described in a case occurring at the
lacrimal gland [5]. These findings indicate (6;9) as a speciflc'
and possibly primary non-random chromosomal abnormality
in adenoid cystic carcinorna [14J. The oúer recurrent
devietion already reported in adenoid cystic carcinorna, as well
es in all maior types of malignant salivary gland tumours,
except in carcinomas ex-pleomorphic adenoma is the loss of
genetic material from úe Jong arm of chromosome 6,
del(ó) (q?1-25) [4, I4, l6J. This aberration wâs Rot present in
our series but úe limited number of cases of üis histological
rype do not allor,v deflnitive conclusions. However, we may
admit that the normal karyotypes verified in two adenoid cystic
carcinoma cases are due eiüer to in vitro loss of neoplasdc cell
populations or to rÊârrangements at the molecular level, which
are undetectable by chromosomal analysis-
Only 7 çases of adenocarcinomas of salivary glands were
previously karyotyped, being identified loss of chromosome Y,
iain of chrsmosome I and óq deletions [#7, l4]' The
adenocarcinoma NOS of our series (case l8) only exhibited
clonel numerical deviations represented by úe gain of
chrornosome ?. Deletions of 6q, úe rnost consistently
recurÍent aberradon described in salivary gland adenocarcin-
omâs, were not found in this particular case.
Case 15 displaycd numerical deviations (-Y, +7) in all
metaphases analysed and case 16 trisomy l0' To üe best of our
knowledge, only 6 cases of carcinoma ex-pleomorphic ade-
noma have been karyotyped: one case shared with one we
described a trisomy ?, in addition to a 12q13-15 translocation
[9, l0].
There is no cytogenetic information regarding salivary
ductal carcinomas, basal cell adenocarcinomas, epiúelial-
myoepithelial carcinomas and myoepithelial carcinomas' In
the present series, úe malignant rnyoepithelioma (case l2) and
one of the rwo epithelial-myoepithelial carcinomas (case ll)
showed clonal numerical deviations. The former tumour
displayed loss of chromosome 18 and the latter two unrelated
clones : one had gain of chromosomes 2 and I and úe oüer had
loss of chromosomes 10, 20 and X' This cytogenetic biclonal-
ity may reflect the histologically biphasic composition of úese
tow-grade adenscarcinomas- The fact that trisomy I was also
detected in anoüer carcinoma typÊ suggests that chromosome
I may be implicated in salivary gland tumorigenesis'
The salivary ductal carcinoma is a very rare and aggressive
malignancy. The case studied showed úe reciprocal transloca-
tion t(l;l)(p36;ql2) and úis is the first report on the
involvement of úis region in saüvary carcinomas [24]'
'§fle conclude f,rom our results and accumulated studies úat
the wide variation of cytogenetic findings may reflect hetero-
geneiry in the histological types of malignant salivary gland
neoplasmsra peculiar group of tumours known to have various
morphogenetic pathways and diverse behaviour'
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Abstract Adenoid cystic carcinoma (ACC) and polymorphous low-grade adenocarcinoma (PLGA) are low-
grade adenocarcinomas of salivary glands with a putative common histogenesis from the interca-
lated ducts but featuring distinct histological appearances. Hybrid tumors containing areas with his-
tological patterns of both neoplasms have been reported but, to our knowledge, the question of
their genotypic similarity has not yet been approached. As part of an ongoing study on cytogenetic
characterization of salivary gland tumors, from a group of 24 malignant neoplasms, three out of five
cases of ACC and three of four cases of PLGA were selected for their similar karyotypic changes.
All of them displayed chromosome 12 abnormalities, affecting the 12q12-q13 region in four (ail
ACC cases and one PLGA case),12q22in one PLGA case, and 12p12.3 in the remaining. From this
group of neoplasms, one PLGA and one ACC showed the same t(6;12)(p21;q13). Our findings
favor the concept that tumors of salivary glands displaying epithelial and myoepithelial phenotypes
share a common histogenesis. O 2001 Elsevier Science Inc. All rights reserved.
l.Introduction
Low-grade salivary gland adenocarcinomas with myoep-
ithelial derivation constitute a morphologically heteroge-
neous $oup of tumors in which four main histological sub-
types are recognized, as well as a common histogenesis
from the intercalated duct [1]. Adenoid cystic carcinoma
(ACC) (FiS. la) and polymorphous low grade adenocarci-
noma (Fig. lb) are two of these neoplasms, that, although
distinguishable by their histological appearance, share phe-
notypical characteristics, namely the co-expression of epi-
thelial and myoepithelial markers.
kevious cytogenetic studies demonstrated that ACC fre-
quently has structural alterations in chromosomes 6 and 9,
6q deletion s and t(6 ;9Xq 2 I -i25 ;p2l-p22) translocation be-
ing the most common [2,3].
Cytogenetic alterations in PLGA were described in four
cases [4-6], with two of the reports pertaining to cases
where PLGA was diagnosed as part of the malignant com-
ponent of carcinomas ex-pleomorphic adenoma [4,5]. Rear-
rangements at 8q12, 12q13-q15 were the recurrent chromo-
some aberrations found in these cases [4,5]. In the two
* Corresponding author. Tel. & fax: +351-21-72298?5.
E-ruail address: nop36473 @mail.telepac.pt (I. Fonseca).
0165-4608/01/$' - see front mâtter O 2001 Elsevier Science Inc. All rights reserved.
PII: S0 1 65-4608(01 )00416'2
remaining cases, one showed a clonal t(6;9Xp21;p22) Í6)
and the other a monosomy ZZ l5l.
We herein present the cytogenetic findings of three cases
of ACC and three cases of PLGA, all showing chromosome
12 rearrangements, further contributing to the hypothesis
that salivary adenocarcinomas with myoepithelial participa-
tion share a corrunon histogenesis.
2. Materials and methods
In this study, three out of a series of five cases of ACC
and three out of four cases of PLGA were retrieved from a
consecutive series of 24 kuyotyped malignant salivary tu-
mors, and selected based on the shared finding of chromo-
some 12 abnormalities.
The clinical, karyotypic, and follow-up data are summa-
rized in Table 1. All but one patient were females and the pa-
tients ranged in age from 31 to 84 years. PLGA case 1 and
ACC case 4 were localized at the parotid gland and PLGA
case 3 and ACC case 6 at the submandibular gland. PLGA
case 2 originated at the palate and ACC case 5 in the tongue.
Follow-up information, available in all cases, ranged from
12 to 146 months. Three patients are alive wiürout evidence
of disease. The remaining have reÇurrent tumor in cervical
lymph nodes (case 5) and lung (cases 3, 4, and 5) (Table 1).
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Fig. 1. Histological appearance of ACC (a) and PLGA (b). In üe latter, the classical "Indian file" pattem of growth is the predominant characteristic, while in
ACC, cribriform architectural pattem is readily apparent (H&E, original magnification x600).
All tumors were short-term cultured as described by Jin
et al. [7]. The cultures were harvested after 5-20 days using
conventional techniques. Chromosomes for cytogenetic anal-
ysis were GTG-banded and karyotypes were described fol-
lowing the ISCN [8].
In PLGA cases 1 and 3, fluorescence in situ hybridiza-
tion (FISH) analysis was performed with whole chromo-
some painting probes (Cambio, UK) for chromosomes 6,
12, and 15 to further elucidate chromosome 12 rearrange-
ments, respectively the t(6;12) and t(12;15), according to
the method described by Hôglund et al. [9].
The results of CTG banding and FISH were processed and
recorded with a Cytovision System (Applied lmaging, UK).
3. Results
Full karyotypic description of the six salivary carcino-
mas and FISH results of cases I and 3 are given in Table l.
Complete karyotypes of PLGA case I and ACC case 4 are
presented in Figs. 2 and3, respectively.
All cases displayed chromosome 12 abnormalities affect-
ing the q arm in five tumors (two PLGA and three ACC)
and the p arm in one case of PLGA (Fig, a).
All ACC cases showed lZql2-j13 rearrangements, in
cases 4 and 6 as del(12Xq12q13) and in case 5 involving a
translocation with chromosome 6 t(6;12)(p21;q13). Other
recurrent abnormalities were also detected in ACC cases at
the following regions: 9p22 (cases 5 and 6), 6q23-q25
(cases 4 and 5) and l7pl2-pl3 (case 4).
Two distinct 12q regions were rearranged: I2qL3 (case 1)
and 12q22 (case 2) on two PLGA cases. Fluorescence in
situ hybridization investigation of PLGA cass 3 revealed a
reciprocal translocation t(12;15Xp12.3;q?23). The l2ql3
region on PLGA case I was the chromosome partner for the
translocation with chromosome 6 originating a t(6;12Xp21;
q13), which was confirmed by FISH analysis (Fig. 5). This
Table 1
Clinical and cytogeneüc information from polymorphous low-grade adenocarcinoma (PLGA) and adenoid cystic carcinoma (ACC) cases
Case Sex/age Localization Diagnosis Follow-up



































46,XX,(6; I 2)(p2 1 ;q I 3)b[7]
45-46, XX, ( 1 2 ;22)(q22;pl 1 -p12)
lcp2l/a6,XX[8]
46,XY,t( I 2; I 5)(p1 2.3;q?23)'I I 2]/46,XY,inv(9)
p1 3.3p24. I ).( I 2; l5Xpl 2.3;q?23)[3y46,XY[5]
44-46,XX,add( l)(p3+p35),t(5 ;9Xq I t ;p22),
del(6Xq25), - 8,add(8Xp 1 l),t( t 0; I 2Xp I 0;p I0),
del(12),(q12q 13),t(13 ;19Xp1 1 ;q I 1),
- I 6,del( l7)(p 1 2). + mar1, * mar2[cp6]
46,XX,der(6)t(6; 1 2Xp2 1 ;q1 3)del(6Xq23),
add(9)(p22) [cp 4]l 46,xx7 )
44-5 l,XX,del( lXqa2),(8;9) (qt2;p22),
del( I 2)(q I 2q 1 3),del( I axq22-q23) [cpa]/a6,XX[3]
4
5 Fl73 Tongue 19-21 15/l l
6 Fl6l Submandibular Gland ACC 7-15 21t7
Abbreviatiotts: F, female; M, male; mo, monús; A&W, alive without disease; AWD, alive wiü disease; ln, cervical lymph node; met, metastases.
{he analyzed tissue was from the fifth reccurrence of a tumor first diagnosed five years before.
bThis translocation was confirmed by fluorescence in situ hybridization analysis wlth whole chromosome painting probes for both chromosomes 6 and 12.



















































translocation seems cytogenetically identical to the one de-
scribed for ACC case 5. The PLGA case 3 also showed 9p
alterations, as an inv(g)(p1 3.3p24).
4. Discussion
Malignant salivary tumors are rare neoplasms represent-
ing about 20Vo of all salivary gland neoplasms [10]. Despite
being so uncommon, accumulated information on their cy-
togenetic characteristics is rather vast, for both benign and
malignant tumors [2].
Deletion of the long arm of chromosome 6, usually
within 6q}l_q25 region is, by far, the most common karyo-
typic structural alteration [11-15]. This aberration is shared
by all malignant tumor subtypes, except carcinoma ex-pleo-
morphic adenomas, that show 8q12 and 12q13-q15 rear-
rangements as the most common deviations [4,5,14,16-18]'
More specific tumor type-associated alterations have been
described in adenoid cystic carcinoma, the t(6;9Xq23-q25;
p2l-p22) [15,19,20], and, in mucoepidermoid carcinoma,
the ( 1 1 ; I 9Xp 14-p2l ;p13) [14,21,22).
In the present study, we report the findings of chromo-
some 12 rearrangements in PLGA and ACC, two salivary
glands neoplasms whose histogenesis has been claimed to
be related [1].
Except for the 6q deletion, the karyotypic alteration that
is common to most malignant types of salivary gland tu-
mors, there is, to our knowledge, no other cytogenetic alter-
ation reported to be shared by histologically distinct sali-
vary carcinomas.
The cytogenetic information on ACC results from the
karyotypic analysis of a total of 29 cases; l9 from the sali-
vary glands and 10 from extra-salivary sites such as lachry-
mal gland, breast, larynx, sphenoid sinus, and lung [3,11,14,
15,17-20,23-27). The recurrent structural abnormalities
identified were 9p and 6q reaffangements, dominantly as â
t(6;9Xq21-q25;p2l-p22) (23Vo) and 6q deletions (207o). Other
chromosome regions recunently affected are 17p12-pl3
and Xp21.
The cases of ACC herein reported displayed complex
karyotypes with two or more chromosomal abnormalities,
with 12q12-q13 rearrangements being present in al1 of
them-as del(12Xq12q13) in two cases (cases 4 and 6) and
involved in a translocation with chromosome 6p21, t(6;
lz)(pZl;q13) in the remaining case (case 5).
The translocation t(6;9) was not observed in the present
series, but case 5 showed a (6;12Xp21;ql3) associated with a
de1(6Xq23) and addition of uúnown material to9p22 (Table
1). These findings indicate that the t(6;9) is indeed presen[
however, the limited number of metaphases available, as well
as the lack of tissue sample left with which to perform the
necessary FISH analysis, precluded its confirmation. Other
recurrent deviations that are commonly present in ACC
cases, such as del(6q), reaÍrangements of 9p22, and 17p12-
p13, were also found in our series (Table 1), conÍirming that
these regions are associated with ACC tumorigenesis.
.\r;
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Fig.2. Representative karyotype of PLGA case 1 with t(6;12Xp2l;ql3) (arrows)'
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Fig. 3. Representative karyotype of ACC case 4 showing most of the aberrations included in the composite karyotype (see Table 1), except the der(I9) that
results from t(13;l9Xp1 I;ql l). Anows indicate chromosome 12 rearrangements t(10; l2)(p10;p10) and del(I2Xq12q13).
Two previous studies reported 12qI2 rearrangements
120,23), which fits with our results and strongly implicates
l2ql2-ql3 in the pathogenesis of ACC. Interesting to note
is the fact that the long arm of chromosome 12, particularly
the 12q13115 region, is frequently rearranged in pleomor-
phic adenomas [28,29], as well as in a variety of other hu-
man benign solid tumors such as lipomas, lung chondroid
hamafiomas, endometrial polyps, and uterine leiomyomas
[2]. The HMGIC gene, a member of the high-mobility
group protein family, was identified as a participant in
12q13-q15 chromosome reaffangements in all of those tu-
mors [30,31]. It has been associated with benign tumor
growth [32], but its role in the pathogenesis of malignant tu-
mors remains unknown.
The resolution of conventional cytogenetic techniques
may explain why l2ql2-ql3 and 12q13-qi5 were not
clearly identified by the banding system used. Putative pin-
pointing of the association of rearrangements of 12q12-q13
with lesions of the HMGIC gene may eventually be clarified
by molecular genetic analysis.
Two of the four cases of PLGA previously reported rep-
resent the malignant component of parotid carcinomas ex-
pleomorphic adenoma [4,5] and the remaining two cases
were primary tumors of the minor salivary glands [5,6].
Monosomy 22 and a reciprocal t(6;9Xp21;p22) were the
only deviations found in the two primary PLGA cases pre-
viously reported [5,6]. The three cases of PLGA of the
present series displayed chromosome 12 reaÍrangements af-
fecting the q arm in two different regions-12q12-q13
(case 1) and 17q22 (case 2) by translocations with 6p21 and
22pII-pI2, respectively, and affecting the p arm through a
reciprocal t(12;15)(p12.3;q?23) in case 3. Case 1 displayed
a t(ó;l ?)(pZl;q1 3) that seems, at the cytogenetic level, iden-
tical to the one observed in ACC case 5. These findings, un-
doubtedly, illustrate that these two chromosomal regions,
l2ql2-ql3 and 6p21, have common alterations in the two
types of salivary adenocarcinomas.
Furthermore, it is interesting to note that the t(6;12)(p21;
q13) in case 1 involves the 6p2l regions, as in the PLGA
case reported by Dahlenfors et al. [6] with (6;9Xp?l;p22).
Rearrangements in this region occur in mesenchymal tu-
mors, including lipomas, pulmonary chondroid hamarto-
mas, and uterine leiomyomas [2]. Molecular analysis of
6p2l breakpoint identified in these tumors the HMGI(Y)
gene that belongs to the high mobility group protein family
t33-361.
Cytogenetic reaÍrangements of this region were also de-
scribed in pleomorphic adenomal28,29l and Warthin tumor
[37]. Molecular cytogenetic studies performed on pleomor-
phic adenoma by Rohen et al. [38] revealed that the 6p
breakpoint maps distal to HMGI(Y), not affecting the gene
or its closer vicinity. The significance of p21 rearrange-
ments jn this series of salivary adenocarcinomas remains to
be clarified.
In addition to 12q12-q13 and 6p2l reaÍrangements, other
chromosome deviation was found in the two types of carci-
1
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Fig. 4. partial karyotypes from pLGA and ACC cases showing chromosome 12 rearrangements. on the left, normal chromosome§ of úe same 
metaphase'
Àrrows indicate breakpoints. For complete karyotype description, see Table 1.
Fig. 5. Fluorescence in situ hybridization analysis of a metaphase from PLGA case I with whole chromosome painting probes for both chromosomes 
6 (green



















nomas, at9p22 in ACC cases 5 and 6 and at p13.3p24.1 in
PLGA case 3. In the latter case, due to an inv(9)(p13.3
p24.1), the most likely explanation is the acquisition of a
secondary abnormality during clonal expansion, the stemline
only displaying inv(12). However, another PLGA case [6]
with t(6;9Xp21;p22) also showed involvement of the same
region (9p22) that is reamanged in ACC, mainly as the chro-
mo some p art ner of ch arac teri s ti c t(6 ; 9) (q 2 I -j25 ;pZI -pZZ) .
In conclusion, taking together previous data and our own
results, 12q12-ql3 and óp21 reaÍrangements are clearly non-
random in PLGA and ACC, which supports that these two
regions may harbor genes that can be relevant for their car-
cinogenesis. Moreover, these chromosomal rea-rrangements
give genotypic support to the concept of a shared histogenesis
for these two type of bidifferentiated salivary gland adeno-
carcinomas, as has been suggested before, mostly based on
morphological and immunophenotypical observations [ 1,39].
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Fluorescence in situ hybridizatíon (FISH), including COBRA-FISH, was used to characterize I I salivary gland tumors that had
been investigated by banding analysis. Five cases were pleomorphic adenoma (PA), three were adenoid cystic carcinoma, and
one case each was mucoepidermoid carcinoma, carcinoma ex-pleomorphic adenoma (CaPA), and adenocarcinoma. All I I
cases v/ere selected on the basis that they had shown rearrangement of 6q or 9p or had unresolved aberrations after
karyotyping. The COBRA-FISH and FISH analyses led to a revised karyotype in all íníormative cases and made it possible to
clarify almost all chromosomal rearrangements occurring in the tumors. Of particular note were the confirmation of the
existence of 6q deletions, a common change in salivary gland carcinomas, and the demonstration that a seemingly balanced
t(6;9) resulted in del(6q). Orher rearrangements tharwere revealed by FISH included amplíÍication of l2q sequences (ffDMZ
and CDK4) in one pA. We also invesrigared the starus of the P[Á6 í gene in four cases (one PA, one CaPA, one adenoid cystic
carcinoma, and one mucoepidermoid carcinoma) with 8q l2 rearrangements. Only in the former two cases were the FISH
results compatible with intragenic rearrangements. Overall, the results oí the study show that, even with good banding quality
and in karyotypes of modest complexity, much new information will be gained by supplementing the banding analysis with a
multicolor FISH approach, such as COBRA-FISH. o 2001 Wiley-Liss, lnc.
INTRODUCTION
'l'umors arising from the salivary glands are
highly heterogeneous; among the benign lesions,
the predominant entity is pleomorphic adcnoma
(PA), whercas the malignant lesions are more di-
verse, including tumor types such as mucoepider-
moid carcinoma, adenoid cystic carcinoma, acinic
cell carcinoma, carcinoma ex-pleomorphic adc-
noma (CaPA), and adenocarcinoma.
PAs have becn cxtensively analyzed by cytoge-
netic techniques, and rwo major chromosomal sub-
groups have been recognized (Bullerdiek et al',
1993). One is characterized by structural rcarrange-
ments of 8q12, often in the form of a t(3;8XpZ1;
ql2), constituting 60Vo of thc PAs with an abnormal
karyotype. Anorher subset displays 12q13-15 rear-
rangements, identified in ?AVo of karyotypically ab-
errant tumors. Recently, the molecular genetic con-
scquences of these rearrangements have been
clarificd. T'he t(3;8) results in promoter swapping
betwccn the PLACI gene in 8ql2 and CTNNBI
in 3pZl. Rearrangement and overexprcssion of
PI-ACl have also been found in a large fraction of
PAs wirh other types of rearrangement of 8q12, as
wcll as in some cases without cytogenetically de-
tcctable 8ql2 aberrations (Kas et al., 1997; Voz et
al., 1998, 2000; Astrom et al., 1999). The target
gene for 12q13-15 rt:arrangements is HrtlGIC,
which is also implicated in a variety of benign
mescnchymal tumors (Ashar et al., 1995; Schoen-
makers et al., 1995).
Although the cytogenetic information on ma-
lignant salivary gland neoplasms is restricted to
74 karyotypically aberrant tumors, characteristic
karyotypic features have been identified (N{itel-
man, 1998). One common finding is deletion of 6q,
observed in all subtypes cxcept CaPA. Nlore spe-
cific rearrangements have been identified in ade-
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noid cystic carcinoma and mucocpidermoid carci-
noma, namely, (6;9Xq21-?3;pl3-23) and t(ll;
l9)@la -Zl;p12), respectively. Furthermore, srruc-
tural rcarrangements of 8q12-13 are strongly asso-
ciated with CaPA, in linc with the norion that these
tumors dcvelop through malignant transformation
of PA. Whereas the PLAGI gcnc may be suspected
to be rearrangcd in CaPA with SqlZ rearrange-
ments (Astrôm cr al., 1999), rhe molecular targcts
for 6q dclctions and translocations t(6;9) and t(11;
19) remain unknown.
In order to delineate further the specrrum of
chromosome 6 and 9 rearrangements in salivary
gland neoplasms, we selected for fluorescence in
situ hybridization (Ff SH) studies a serics of l l
cases that had been analyzed cytogenerically and
had shorvn rearrangcment of chromosomc 6 or 9, or
had unrcsolvcd karyotypic features such as rings
and marker chromosomes, i.e., chromosomes that
could potentially harbor sequences from chromo-
somcs 6 and 9. In order to obtain complcte karyo-
typic information on these tumors, we used com-
bined binary ratio labeling F'ISIJ (COBI{A-IIISH),
providing individual and simultaneous sraining of
all 24 chromosomcs, and I-'ISFI with specific DNA
probes to dclineate breakpoints.
i-íATERIALS AND HETHODS
The present study included 1l salivary gland
tumors. liive were PA, three werc adenoid cystic
carcinomas, and one case each was classified as
mucoepiclermoid carcinoma, CaPA, and adenocar-
cinoma (Tablc 1). Cases I and 9 werc local recur-
rences, lvhercas the remaining nine were primary
lesions. I\'lone of the parienrs had received radio- or
chemorherapy prior ro cyrogcnctic cxamination.
Samples obtained from diagnostic biopsies or ar
surgery were processed for chromosome analysis as
describcd (Jin et al., 1995). The cultures were har-
vested after .5-10 days. 'lhe clonality criteria and
the description ol chromosome abnormalities were
according to the International System for Human
Cytogenctic Nomenclaturc (ISCN, 1995). N,leta-
phase cells used for FISII analysis had been pre-
servcd for up to 5 ycars at -?,0'C.
COBRA-FISFI was performed as described by
Tanke et al. (1999) with minor modifications. All
wholc chromosome-specific painting probes used
for COBRA-FISH were supplied by Cytocell
(U.K.). In briel slides with metaphase chromo-
somes werc pretreated with RNAse A and pepsin
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some preparations were dcnatured by incubating
thcm for 2 min ar 7Z"C in 60Vo formamide, 2 X
SSC, pl{ 7, on a hor plate, followcd by dehydration
in an ethanol series. Then, a 10-pl probe mixrure
(Tanke et al., 1999) was applied, and hybridizarion
was pcrformed for 48-72 hr ar 37"C in a humid
chamber. After hybridizarion, the slides were
washed in 0.4 X SSC at 7?"C for 2 min, followed by
a 5-min wash ar room remperarure in TNT (0.1
Tris IlCl, p[-l7.4,0.1s-lvt NaCl, 0.05Vo 'l'ween 20).
Chromosomes were countersrained with DAPI by
submersion of slidcs in TNT + DAPI (2-10 p.l,
O.S-mg/ml DAPI) for 10 min. The slides were em-
bedded in Citifluor prior to microscopic evaluarion.
An Axioplan 2 microscope (Zeiss, Oberkochen,
Germany) couplcd ro a cooled charge-coupled de-
vice (CCD) camera and a 1Z-position filter rvheel
was used for analy.sis. The acquired images were
evaluatcd using the Cyto Vision Chromoliluor Sys-
tem (Applied Imaging, Ncwcasrle, U.K.), according
to the principles outlined in Szuhai er al. (2000).
Further IrtSH analysis was performcd on mera-
phase cclls from 10 cases. The following probes
wcre applied: whole chromosome painring (wcp)
probes (Vysis, Downers Grove, IL) for chromo-
somes 3, 7-10, and 12-18, paruial chromosome
painting (pcp) probes (AL Technologies, Arling-
ton, VA) for chromosomal arms 12p, 17p, and 18p,
and centromere-specific probes (cen) for chromo-
somcs 7-10, 15, and 17 (ATCC). For characteriza-
tion of lZq rearrangemenrs, five YAC clone.s
(CEPII) spanning the region l2qlZ-15 and band
l?qZ3 were used: 83lgll (l?qlZ),790f7 (12q13),
787f10 (l?ql4),751a4 (12q15), and 984d2 (1?qZ3).
To characterize thc localization of breakpoinrs in
pericentromcric rearrangements of chromosomc 1
(case 1l), four YAC cloncs (CEPII) spanning
1q10-p13 (942116, 959C4, 8U6D7, and 947C9)
rvere used. In order to examinc whether PLAGI
was involved in Bql? rcarrangemenrs, three PAC
clones (kindly provided by Jtirn Bullerdick, Bre-
mcn, Germany) containing inserts of diffcrcnt parts
of Pl.ACl were used in five rumors. All DNA
probcs were labelcd with biotin-dUTP or digoxi-
genin-dU'l-P (Boehringcr N,Iannheim, Germany),
dUTP-fluorogreen, dCT'P-Cy3 (Amersham, Amer-
sham PIace, LI.K.), or dU'fP-diethylaminocouma-
rin (NEN, Boston, IVIA) using randomly priming
monomernuclcotidcs (Amersham). In situ hybrid-
ization and derection were carricd out as described
by Hóglund ct al. (1996). The hybridizations werc
analyzed with the Cyto Vision Probe System (Ap-
plicd Imaging).
RESULTS
The karyotypes obtaincd after G-banding alone
and aÍier combining thc banding pamern with re-
sults from COBRA-FISH and FISI-I with specific
probes are shorvn in T'able L The COBRA analysis
led to a revised karyotype in allcases. Furrhermore,
almost all marker chromosomes and rearrange-
ments that had been characterized only partly by
banding analysis could be clarified by COBRA-
FISH (Fig. 1, F'ig. 2A and B). Thc COBRA analysis
also revealed that some rearrangemenrs had bcen
cytogenetically misinterpreted, e.g., a rcarranged
chromosome 6 in case l1 was shown by COBRA-
FISI I to be an invcrred chromosome 9. The FISH
analyses with chromosome-specific, chromosome
arm-specific, and centromere-specific probes vcri-
fied and further clarified rhe rearrangements. In
addition, in one rumor (case 2), rhe usc of locus-
specific probes to clarify an amplificacion of l2q
sequences in a marker chromosome unexpectedly
revealed a crypric deletion of l?ql4-r115 in the
homologue that had appeared normal on banding
analysis (Fig. 2C).
According to the G-banding karyotype, six cases
had 6q aberrations and five (one of which also
showcd involvement of 6q) had rearrangemenrs of
9p. trxccpr for rhe add(6Xq15) in case 11, rhe FISH
analyses verified the presence of each aberration in
all cases. liurthermore, what appeared to be a bal-
anced t(6;9) in one adenoid cystic carcinoma (case
7) was shown to be an unbalanced rearrangement
involving chromosomes 6, 8, and 9, leading to a nct
loss of distal 6q. Unsuspected involvcment of chro-
mosome 9 was also identificd in case 10 ('I'able 1).
The PLAGI gene was investigated by the use of
three PAC clones in thc four tumors (cases 3 and
8-10) showing rearrangement of bands 8q12-13. In
two of thesc cases, the results were comparible
Figure 2. A: COBRA-FISH multicolor karyogram oÍ the mucoepi-
dermoid carcinoma of case 9. B: The ring chromosome in case g further
characterized by COBRA-FISH and FISH wiú wcplS (green), wcplT
(green), and cen l7 (red). C: The marker chromosome and the add(3)
of case 2 investigated by COBRA-FISH, locus-specific FISH probes Íor
/úDM2 (YAC 75 la4, yellow) and CDK4 (YAC 787f t0, red), and yAC
clones 83 lgll (l2ql2, green) and 984d2 (12q23, btue). AmpliÍication
was found on both derivative chromosomes by hybridization-of YACs
787f10 and 751a4. The corresponding sequences were deleted from
one of the copies of chromosome 12. D: ln the adenoid cystíc carci-
noma of case 7, banding analysis suggested the presence of a balanced
reciprocal translocation, t(6;9). By COBRA-FISH, it was found to be an
unbalanced translocaüon involving chromosomes 6, 8, and 9, an inter-
pretation confirmed by the use of FISH wirh wcp8 (green) and wcpg
(red; the results for chromosome 6 are not shown). É: I4etaphase cell
from the carcinoma ex-pleomorphic carcinoma (case l0) hybrídized
with wcp8 (green) and rhe PLÁ61-specific PAC 234 (red). The intensity
of the signal was weaker on úe ider(8)t(3;8) and on der(3)t(3;8),
compared to the signals on normal chromosomes 8, indicaüng that the
break had occurred within the region covered by PAC 234.
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rvith intragenic rcarrangements; in one PA (case 3)
with a complcx exchange of material between chro-
mosomes 8 and 14 and in the CaPA (case 10) wirh
translocation bctween chromosomes 3 and 8, the
probes hybridized ro the rearranged chromosomes
8 as wcll as to rheir translocation parrners (Fig. 2E).
ln one adenoid cystic carcinoma (case 8) with a
t(8;16)(q12;q23) and in rhe mucoepidcrmoid carci-
noma (case 9) with a dup(8)(q1Zq24), no inrragenic
rearrangements were obscrved. In case 9, thc I.'ISI I
rcsulcs indicated that the cnrire PLACI gene was
duplicated, as detcrmined by use of PACs 234 and
235, with a breakpoint 3'(ccntromeric) of the gene.
A breakpoint 3' of PLAGI was also seen in case 8,
where both PACs 234 and 235 hybridized ro the
derivative chromosome 16.
DtscusstoN
In thc present study, we have utilizcd a recently
dcveloped technique, COBRA-FISH, to charactcrize
a serie.s of benign and malignant salivary gland ru-
mors, all of which had been analyzed by G-banding
after short-term culture. The main aim of thc study
was to delineate the spectrum of 6q and 9p rearrange-
mcnts. I Ience, a further prercquisite for inclusion in
this stucly was chat all cascs should display rearrange-
ment of 6q or 9p, or have one or more aberrations that
could potentially involve these chromosome arms,
i.e., aberrations that remained unresolved after karyo-
typing. Furthermore, in cases where brcakpoinrs
were detected near thc locus for the PlÁGl gene,
which in a large subsct of PA is rearranged rhrough
translocations, we used gene-spccific I.-lSI{ probes to
asscss whether it was involved or not"
Structural rearrangements of chromosome 6, of-
ten in the form of dcletions, are rhe most common
changes in salivary gland carcinomas. In addirion to
dcl(6q), a subset of adenoid cysric carcinoma dis-
plays apparently balance«l translocarions (6;
9)(qZl-Za;pl3-23).In the prcsenr analysis, ner loss
of 6q material was suspccted in rwo carcinomas
aftcr banding analysis (cases 8 and 9). By FISH, it
could be shown rhar not only thcse aberrarions, but
also the seemingly balanced r(6;9) in case 7 rc-
sulted in deletion of disral 6q. However, because
no other adcnoid cystic carcinoma with a (6;9) has
been invcstigated by FISI I or molecular tech-
niqucs, it is premature ro conclude whether this
translocacion is frequcntly associated with 6q delc-
tions"
'I'he COBRA-FISIl analysis also provided infor-
mation on othcr chromosomal rearrangements that
had not bcen resolved by banding analysis. Ring
chromosomes have been described rcpearedly in
salivary gland tumors, but ir is unknown wherher
the rings may preferentially contain cerrain DNA
sequences, as is the case in some low-malignancy
mesenchymal tumors (Gisselsson er al., 1999). In
the present study, ring chromosomcs could be
characterized by FISH in two tumors. In one of
thcm, a mucoepidermoid carcinoma, the ring was
composed of material from 17q and l8p, with a
centromere from chromosome 17, whereas the
other, a PA, had a ring originating from chromo-
some 5. Thc involvemenr of chromosome 5 in ring
formation has been described in three other PAs
thac were studied by G-banding alone (Mark er al.,
1983, 1997). In common wirh a benign subset of
adiposc tissue rumors, PA with 12q rearrangemcnm
often shows involvemenr of the HrtÍCH gene. An-
other feacure .shared by rhese rwo entitics was iden-
tified in the present study. In one PA (case 2), both
a long marker chromosome and the unknown chro-
mosomal segmenc added to the long arm of one
chromosome 3 were shown ro conrain amplified
l?ql4-15 sequences, including ,ü1D,4,12 and CDK4,
which is similar ro rhe composition of the giant
marker chromosomcs that are characteristic for
atypical lipomatous rumors (Cisselsson er â1.,
1999). To the best of our knowledge, a similar 12q
amplification has nor been reported before in PA"
However, double minutes of unknown chromo-
somal origin have previously been detected in one
PA (N1ark er a1., 1982), suggesring that gene ampli-
fication is a rare but recurrent event in this tumor
type.
A large proportion of PAs display translocarions
involving chromosome band 8q12, resulting in re-
placement of the promorer region of PLACI by rhat
of another gene, such as CTNNB I in the t(3;8Xp21;
q12) or LIFR in the (5;8Xp13;q12) (Kas er al.,
L997;Yoz et al., 1998). Our rcsults suppon previous
molecular Íindings that rearrangemenrs of PI.AGI
are detected mainly in PA wirh 8ql2 rearrange-
ment, and rarely in salivary gland carcinomas with-
out relation to PA (Àscrom et al., 1999). Among the
four tumors with 8q12 rearrangements thar could
be investigated in the presenr srudy, PLAGI in-
volvement was found only in a PA and the CaPA,
and not in the remaining rwo carcinomas (one mu-
coepidermoid carcinoma and one adenoid cystic
carcinoma).
In summary, the present srudy shows that, even
with good banding quality and in karyocypes of
modest complexiry, much new information will be
gained by supplcmenring the banding analysis with
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ÀBSTRÂCT
The translocation t(11;19Xq14-q21;p12-13) is ttre most frequent chromosorral
abenaüon in mucoepidermoid carcinorras. So far neiúer the underlying genes
have been cloned nor the brealçoints have been narrowed down.
In the present paper, clogenetic analysis ofa primary mucoepidermoid carcinoma
of úe parotid gland revealed a t(11;19)(q21;p12) as the sole karyotypic
abnomrality. In order to narrow down the breakpoint on the short arm of
chmmosome 19 we performed fluorescence in sit hybridization (FISI!
experiments gsing tlnee PAC clones establiúed by PCR and hybridization
screening of STS rnarkers derived ftom the ckomosomal region l9p 12-13.1.
In a region of roughly 33 Mb assigned to the chromosomal region 19p12-13 we
found úe brealçoint to be localized in an interval of 3.3 Mb flanked by two
markers SHGC-12528 and D1S2081 or by two corresponding PAC clones,
respectively.
Thus, úe molecular mapping of the breakpoint on 19p12-13 described herein will
facilitate the characteÍization of the t(11;19Xql4-21;pl2-13) in turther
mucoepidemroid carcinomas as well as cystadenolymphomas also known to be
affected by that translocation.
TEXT
Cytogenetic studies of salivary gland neoplasms revealed specific and/or
characteristic chromosomal alterations in both benign and malignant tumors.
Pleomorphic adeÍromas clearly constitute tle most intensively studied salivary
gland neoplasms, with alnost 500 cases karyo§ryed [Bullerdiek et a1.,1993;Mark et
al.,l997l- Conseçently, úe underlying molecular mechanisrns have been resolved
by the identification of the affected genes, i.e., EMGIC md PLtlGl.
[Schoenmakers et al., 1995; Kas et al., 1997]. ln additior5 ottrer less ftequent
benign tumors, such as Warthin's tumor have been examined cytogenetically as
well [Bullerdiek at a1.,1988;Mark et al.,l990; Mafiins et al,,l997l.
Malignant salivary neoplasms, though less well characterized, also show recurrent
chromosomal abnormalities, some of them associated with particulfi tumor entities
[Heim&Mitetnan,l995]. An example are mucoepidermoid carcinomas (MECs)
where chromosome deviations at llql4-21 and 19p12-13 regions, usually as a
reciprocal translocation t(l1;19)(q1 4-21;pl2-13), have been detected in about 36Vo
of the cases wiú clonal abnormalities MtelÍnân,19981. The same abnormality has
been found in mucoepidermoid carcinomas ofthe hmg pohansson et a1., 1995] and
seems to characterize a súset of Warthin's tumors [Bullerdiek et a1.,1988; Mark et
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a1.,1990; Martins et a1.,19971. Despite the high ftequency of that alteration within
mucoepidermoid carcinomas neither the uuderlying genes have been cloned nor úe
breakpoints have been narrowed down. In order to characterize the 19p12-13
brealçoint of úis translocation at úe molecular level an{ útimately, to facilitate
the identification of gene(s) affected we performed a molecular clogenetic
analysis of a primary MEC of the paroüd gland with a t(l1;19{q2l;p12) as the sole
karyotypic deviation.
A 68-year old woman presented with a rapidly growing left parotid mass,
measuring 9x6 cm- Histologically, the excised tumor was composed of medium-
sized cysts, lined by goblet, mucin producing cells, and interrnediate cells and focal
squamous cell diffeÍentiation. It was classified as a grade I mucoepiderrnoid
carcinoma. The patient received no Arther úerapy and 12 monttrs after surgery is
well without eüdence ofrecurrence or metastazation.
ShoÍt-terÍn cultuÍes from a tumor sample were prepared as described for other head
and neck carcinomas by Jin et al (1993). Clogenetic analysis was performed after
conventional G-banding. A total of 20 metaphases were analyzed all of them
displaying the same karyot1rye: 46)OÇt(11;19)(q21;p12). Description of karyotype
followed úe recomendations of ISCN,I995 IISCN, f 995l.
Molecular characterization of the brealqoint on chromosome 19 of the
t(11;l9Xq21;pl2-13) was started by choosing STS markers using úe NCBI
genome database §ational Center for Biotechnologr Information;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Within the approúmately 10 Mb region 19p12-
p13.1 the markers WI-12471 (GenBank accession number G13425), DlS2081
(also known as Wi-5611; GenBank accession number G03635), and SHGC-12528
(also known as STSG-12528, GenBank accession number L20968) were selected
roughly overspanning 5 Mb. PAC clones containing these mar*ers were obtained
by PCR screening of a human PAC library (Genome Systems, St. Loús, USA)
using úe primer sets (WI-12471up) 5'-TTT GGG TTT TGT GAC ATA TIG C-3'
and (WI-12471do) S'-AAG AAG ACA GCC ACA TCT Cfi AGG-3', and
@1S208lup) S'-CTA CAC CAC TCC CAG GGC TA-3' and (Dls208llo) s'-
GTT GGT GGA GAA AÂC AGG TTG-3'or hybridization screening of a human
PAC übrary (Resource Center of úe German Human Genome Project, BeÍlin,
G€rmany) using a probe generated by PCR wiú úe primer set (SHGC-12528up)
5'-ACT GCA GGG GCÂ ATG GAT-3' and (SHGC-12528do) 5'-GAC AGA TGT
GAC TCA AGA GTG ACC-3"
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DNAs from positive PAC clones (clone addresses: 15IIl0, 141/H5, and
RPCIP704B24355Q2) were isolated following the instmction of úe manufacturer
(Genome Systems, St. Louis, USA) with some modifications as Íecently pubüshed
@ogalla et al., 1998). DNAs of PAC clones were used as probes for FISH
analyses. The probes were labelled with digoxigenin-lI{UTP by nick translation
(Roche üagnostics, Marmheün, Germany). After removing of unincorporated
nucleotides by Sephadex G50 chromatography (Pharmacia, Uppsala, Sweden)
probes were ethanol precipitated. FISH was perfomred according to Kieüts et al.
(1990) using antidigoxigenin-fluorescein (Roche Diagnostics, Mannheirn,
Gerrnany). For a bi-color-FlSH the second probe was labelled wiú biotin-16{UTP
as decribed above. Detection of this probe was done using Cy3-streptaüdin
(Dianov4 llamburg, Germany). Chromosomes were counterstained wiú DAPI
(0.025 pglml). The slides were analyzed s5ing a Zeiss Axioplan fluorescence
microscope (Zeiss, Oberkocherr5 Germany). Resúts were processed and recorded
with úe McProbe v4.0 software (PSl Halladale, Great Britain).
First of all FISH analyses on úe primary mucoepidermoid carcinoma of ttre
parotid gland with t(l1;19)(q21;p12) have been performed using single probes.
Probes for the rnarkers DlS208l and V/I-12471, respectively, revealed signals on
chromosome 19 and derivative chromosome 19, whereas úe probe for the marker
SHGC-12528 resulted in signals on chromosome 19 and derivative chromosome
ll. Both derivative chrornosornes, i.e., de(11) and de(19) clearly have been
identified on saurc metaphases usíng a chromosome 11 specific painting probe
(Oncor, Heidelberg, Germany) after re-hybridization (data not shown). In addition,
these data have been confirmed by a bi-color-FlSH using PAC-DNA of SHGC-
12528 and DlS208l resüting in single signals on boú derivative chromosomes
and a double-signal on t}re norrnal chromsome 19 (Fig la,b). The FISH results
clearly show that úe brealgoint is within the interval flanGd by úe selected
markers. In Fíg. 2 úe localization of ttre markers within úe chromosomal region
19 p12-p13.1 is shown based on their presentation in the NCBI genome database
§ational Center for Biotechnolory Infonnatioq http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
usrng the Map View. Thus, in a region of roughly 33 Mb assigned to the
chromsomal region 19p12-13 aÍfected in MECs we found the brealçoint to be
localized in an interval of 3.3 Mb.
So far only 25 MEC cases wiú clonal chromosome abnormalities were described
[Mitelman,1998]. Out of these seven showed a specific t(11;19)(q14-21;p 12-13)
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[Dúlenfors et a1,1994,1995; Horsman et a1,1994; Nordkvist et al,l994; El-Naggar
et a1,1996]. In three cases this was the sole anomaly and in úe remaining four
cases úe t(11;19) was found either as a moÍe complex translocation involving
other chromosomes or together wiú oúer abnomalities. In additiorç úis particular
cÍogenetic lesion was also formd in a case of bronchial MEC Uohansshon et
a1.,19951 further supporting úe important role of t(11;19) in MEC tumorigenesis
§ordkvist et al., 1 9941.
Interestingly, a similar t(11;19)(q13-21;p12-13) has been rqrorted in Warúin's
tumors [Bullerdiek et a1,1988; Mark et a1,1990; Martins et a1,1997] indicating an
intriguing cytogenetic similarity between a benign and a maligrrant salivary gland
tumor that do not share clinicopathological features and on a first glance appaÍently
are also histogenetically different [Seifert,l990]. However, ifúey share exactly úe
same chromosornal abnormality this might suggest a coÍtmon histogenetic
pathway for both tumoÍ t)?es. This pÍompted us to a more detailed characteÍization
of úis tÍauslocatioL
Herein, as a first intriguing resút we were able to map the l9pl2-13 breakpoint of
the translocation t(l1;19)(qlaq21;pl2-13) in a mucoepiderrnoid carcinoma of the
parotid gland to a 3.3 Mb interval.
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Figure 1:
Results of a bi-color-FlSH analysis of a primary mucoepidermoid carcinoma of
the parotid gland with a t(11;19)(q21;p12) as the sole karyotypic abnormality
using PAC probes specific for D1S2081 and SHGC-12528. Normal chromosome
19, derivative chromosome 11, and derivative chromosome l9 are indicated by
arrows.
(a) As the result of FISH analysis a green signal (D1S2081) on the derivative
chromosome 19, a red signal (SHGC-12528) on derivative chromosome I I
and double-color signals on norÍnal chromosome 19 were obtained.
(b) The same metaphase is shown after DAPI-Banding inverted using the




















Loçalization of STS markers within the chromosomal region 19p t2-p13.1 selected
to narrow down the 19pI2-13 breakpoint in a mucoepidermoid carcinoma of the
parotid gland with a t(1 1;19)(q21;p 12) as the sole karyotypic abnormality.
Positions are based on the presentation of markers in the NCBI genome database
(National Center for Biotechnology Information; http:/lwww.ncbi.nlm.nih.gov/)
using Map View.
The breakpoint of the primary parotid mucoepidermoid carcinoma with a simple
t(11;19)(q2l;pl2) is between the two markers D1S2081 and SHGC-12528
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ABSTRACT
Pleomorphic adenoma is the most common benign tumor of the salivary glands. It
shows marked histological diversity wiú epithelial, myoepithelial and
mesenchymal-rype cells arranged in a variety of architectural and differentiation
pattems. Pleomorphic adenoma gene I (PLAG1) has been shown to be consistently
rearranged in pleomorphic adenomas, being activated by chromosomal
translocations involving 8q12, the chromosome region that is most ftequently
affected in these tumors. ln this study we evaluated pLAGI involvement in
salivary gland tumorigenesis by determining the frequency of its alterations in a
selected group of20 histogenetically related salivary gland tumors: 15 pleomorphic
adenomas @A), i myoepithelioma and 4 carcinomas ex-pleomorphic adenoma
(caPA), all sharing karyotypic chromosome 8 deviations, either structural, with
8q12 rearrangements, or numerical, with gain of chromosome 8. pLAGI status was
analyzed using tn slla hybridization techniques, on metaphase cells, by
fluorescence in situ hybidization (FISH) andlor interphase cells in paraffin
sections, by chromogenic in situ hybnüzation (CISH). Except for one pA case
(5%) úat lacked PLAG1 involvement, seventeen tumors (85%), (13 pA, 3 capA
and the myoepithelioma) showed intragenic rearrangements of pLAGI and the
remaining two cases (10%), (one PA and one caPA), had chromosome trisomy 8
only. To further investigate the role of PLAG1 on pleomorphic adenomas
tumorigenesis, as well as the involved morphogenetic mechanism, we attempted to
identiS cell types carrying 8q12/PLAG1 abnormalities by a combined
phenotypic/genospic analysis in two cases (1 PA and 1 caPA), both characterized
by 8q12 translocations and PLAGI rearrangement. In these cases, both cells
populations, showing either epithelial or myoepithelial phenotypes, carried
8ql2/PLAGl rearangements. This finding further supported the single pluripotent
cell theory, that postulates that one initiated, modified myoepithelial cell, originates
the variety of somatic cell phenospes present in PA, and reinforces the role of
PLAG1 on úe tumorigenesis of benign and rralignant pleomorphic adenoma.
Key words: PLAG1 gene - cytogenetics - in situ hybridization -
immunocytochemistry - salivary gland hrmors
List of breviations : caPA-Carcinoma ex-Pleomorphic Adenoma; CISH-
Chromogenic In Situ Hybridization; CTNNB 1-B-catenin gene, FlSH-Fluorescence
In Situ Hybridization; ICC- ImmunoCyoChemistry; ISH- In Situ Hybridization;
PA-Pleomorphic Adenoma; PlAGl-Pieomorphic Adenoma Gene 1
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INTRODUCTION
Pleomorphic adenomas, that are most cornmon salivary gland tumors, show a
marked histological diversity that reflects epiúelial and mesench5rmal
differentiation (Dardick et al, 1991; Ellis et al, 1991). Extensive cyogenetic studies
have revealed that úese tumors consistently have highly specific chromosome
abnormaliües such as 3p21, 8q12 and 12q13-15 reaÍangements and trisomy 8
(Bullerdiek et al, 1993; Mark et al, 1997; Mattins et al, 1995; Sandros et al, 1990).
8q12 deviations constitute the largest cytogenetic subgmup, úe reciprocal
translocation t(3;8)(p21;q12) being the most fteçent structural aberration
Molecular characterization of t(3;8) allowed the identification of affected genes,
PLAG1 at 8ql2 and CTNNB1 at 3p21 (Kas et al, 1997). The former, a
developmentally regulated zinc-finger gene, is activated by a promoter swapping
mechanism, in which the PLAGI promoter is replaced by úe one from CTNNBI
gene (Kas et al, 1997). ReaÍraogement and overexpression of PLAGI were also
detected in a large fraction of pleomorphic adenomas with oúer types of
rearrangement of8ql2, as well as in cases wiúout cytogenetically detectable 8q12
aberrations (Àstrôm et al,l999; Kas et al,l997;Yoz et al, 1998, 2000).
Involvement of PLAG1 in salivary gland tumors is almost limited to benip
pleomorphic adenoma, and to carcinomas ex-pleomorphic adenoma, úe latter
deriving in a high percentage of cases, from benigrr PA (Âstrõm et al, 1 999; Jin et
al,200l). This has led to úe designation of PI-AGI as a "benign oncogene" (Kas
et al, 1997). We investigated tle status of PLAGI on a selected group of 20
salivary gland tumors comprising 15 pleomorphic adenomas (PÂ), I
myoepiúelioma and 4 carcinomas ex-pleomorphic adenomas (caPA), al1 sharing
karyo§ryic chromosome 8 deüations, either structural (8q12 rearrangements) or
numerical gains. This stu,ily was performed using íz srtz hybridization (SII)
techniques, on metaphase cells, by fluorescence ín situ hybiüzation (FISH),
and/or in interphase cells from formalin-fixe{ paraffin embedded tissue, using
chromogenic in situ hyúdizanon (CISH). CISH analysis was aimed at verifing
intragenic rcarrangements of PI-AGI in uncultured tumor cells, in siu, atd tt
comparing tle results obtained wiú both ISH approaches.
The histogenesis of PA remains a cootroversial issue. Two main
hlpoúesis are discusse{ the one considering úese tumors to be clonal expansions
of a single pluripotent cell ftom úe intercalated duct @atsakis et al, 1989; Batsakis
& El-Naggar, 1999), and úe other considering that biphasic salivary tumors arise
ftom the coordinated growth ofcell populations derived from cells with maintained
proliferating capability in salivary tissue @ardiclq 1998). Clonality in PÂ ha-q been
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demonstrated by three previous studies (Debiec-Rychter et al,200l; Lee et al,
2000; Noguchi êt al, 1996), pointing to tle com.mon pluripotent cell theory for
salivary neoplasms. The study of Debiec-Rychter et al (2001) us€d PLAGI
genetics and immunohistochemistry in PA cases and demonstrated thât the gene
lesions were present in all tumor cell populations, though more intensely in cells
maintaing a mesenchyrral phenotype. They postulate that cells with a clearly
demonstrated epithelial phenotype probably wolve through tie normal pathways
of differentiation (Debiec-Rychter et at, 2001). A.iming at further clarifuing this
issue, and at úe elucidation of the morphogenetic Íole of PLAGI in PÁo we
studied, by combined genotypic and phenotypic analysis, whether the (cfio)genetic
aben"aüons were prcsent in one or in both, epithelial and myoepiúelial, PA cell




Twenty karyotyped cases of salivary gland tumors were selected: I 6 benign tumors
(l myoepitheliorna and 15 pleomorphic adenornas) and 4 carcinomas ex-
pleomorphic adenoma, all of them displayrng chromosome 8 deüations, either as
structural rearrangements affecting 8ql2 region (90% of cases), or as numerical
gain of chromosome 8 (10% of cases). Clinical, histopathological and karyotypic
informations are proüded on Table l.
Conventional grtogenetic analysis
Chromosome metaphasês of tumor cells were obtained from úort term primary
cútures as described prwiously (Jin et al, 1995). Chromosomes were GTG-
banded and karyotypes were estâblished according to the ISCN rules (SCN,
1995). Corylete description of karyotSpes can be rekieved from Table 1.
1z sÍÍr hybridization - FISH and CISH analysis
FISH analvsis
In order to evaluate PLAGI alterations, FISH analysis was performed on
metaphase chromosomes using a set of three PAC clones covering the PLAGI
gene. PAC clones DNAs were isolated as described by Rogalla et al (1998) and
labeled concurrentln with biotin by random octamer priming using úe Bioprime
DNA labeling system (Life Technologies Inc). FISH protocol was as described by
Hõglund et al (1996) except for denaturation. PLAG1 probe and chromosome
preparations were co-denatured at 8OC for 2-3 min and hybridized overnight at
37C. Biotinylated PLAGI probe was detected by Cy3-avidin (Jacksons Lab) and
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chromosomes were counterstâined with DAPl-Vectashield mounting solution
(Vector). Fluorescence hybridization signals were analyzed and recorded with a
Cytovision System (Applied knaging).
CISH analvsis
Chromogenic in situ hybndiz tion (CISH) was performed on 4pm formalin-frxed
paraffin+mbedded tissue sections, containing both norrnal salivary gland and
neoplastic tissue, with PLAG1 probe and a (peri)centromeric probe for
chromosome I (D822), purchased from ATCC (ATTC, USA)' Centromeric 8
probe was used to verifu trisomy of chromosome 8 and as a control probe.
CISH analysis was performed as previously described by Alers et al (1995) with
minor modifications. Briefly, the slides were deparaffinized in xylene for 3x15
minutes, followed by washing in 100% ethanol for 4x2min. A pretreatmênt was
performed by immersing the slides on 2xSSC for 30min at 720C, washed on PBS,
and pepsin digested (4mg/rrl in 0.2N HCl) at 37oC for 30-50min. The duration of
pepsin digestion was optimized for each case. CISH probes were labeled with
fluorescein (Amersham Pharmacia), by random priming, as described above.
Tissue sections were then denatured in 70% formamide/SSC, for 2'3nrja at74oC,
and probes at 8OC, for 10min. For PLAG1 probe, an additional pre-hybridization
period of45 min at 37"C was done. Hybridization was performed overnight at
37oC. Probe detection was done using horseradish peroxidase anti-fluorescein
(Roche) and HzOz{iaminobenzidine. Tissue sections were counterstained with
hematoxylin and mounted with Entellan (Merck).
ln each case, per tissue section, both probes (cen8 and PLAGI) weÍe evaluated at
tumor and normal areas. For PLAG1 probe, the number of celis analyzed varied
betttteen, 69-237 (mean:197) in tumor area (15 cases) and betweên 65-218
(mean:174) in normal area (12 cases). For cen8 probe in tumor area (16 cases) the
range was 183-218, (mean=209) and in normal area (16 cases) 115-221
(mean:195). The number ofspots per nucleus was scored as 1,2,3,4 or >4 in ail
cases, except in one aneuploid caPA case, where the range used was 1 to à10.
In normal areas, the mean percentâge of nuciei (M) + standard deüation (SD),
containing I, 2 and 3 hybridization signals per nucleus, was, respectively,
30.46+15.6, 68.71+15.3, and 0.67+1.1 for cen8 probe, and 28.0+32.8,70.4+28.7
aad 1.67+ 1.l,.respective1y, for PLAG1 probe.
SigniÍicant abnormal losses (monosomy) or gains (polisomy) wiú centromeric
probes is considered to be present when úe percentage of samples with one or >3
signals per nucleus is greater than the M+3SD of the controls (Poddighe et al,
1991). We followed the more conservative criteria proposed by Jenkins et al (1998)
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for paraffin-embedded tissue sections, interpreting >10% of nuclei with 3 signals
from cen8 and PLAG1 probes, respectively, as trisomy 8 or split of the PLAG1
gene.
Combined immunocytochemistry (CC) and in situ hybridization (FISH)
analysis
To investigate the cell types that carried the specific cytogenetic lesions, a
combined appÍoach of phenotypic and genotypic analysis was performed using,
respectively, immunocytochemical (ICC) and fluorescence in situ hybidization
(FISH) techniques. ICC procedures preceded FISH, since several steps of FISH
(such as enzymatic digestioq denaturation at high temperahres, and hybridization
on formarnide), destroy cellular antigens needed for immunophenotyping. The
phenotypes of cell populations ryere established using mouse monoclonal
antibodies against calponin (diiution 1:300) (Dako, Denmark) for myoepithelial
phenotype, and low molecular weight cyokeratin MNF116; dilution 1:250)
(Dako, Denmark) for epithelial phenotype, respectively.
Primary tumor cells were cultured lz si/z on glass slides and grown for 3 to 8 days.
Whenever a satisfactory number of dividing cells was detected, slides were rr silu
colcemid-keated. To presewe cytoplasmic and cell membrane morphology, a mild
hypotonic heatment was applied with 0.0375 M (KCl) for 25min at room
temperâtue (Henn et al, 1990). Subsequently, a standard immunocytochemical
protocol using a complex of aüdin-biotin peroxidase and AEC for chromogenic
detection was applied.
Controls used immunohistochemical analysis on 4pm paraffrn-embedded tissue
sections ftom the same cases and ftom control tissues, using both anti-calponin and
anti-cltokeÍatin antibodies.
At least 10 positive immunoreactive cells for each antibody (anti-calponin and anti-
MNF116) were recorded, using a CCD cool camera, and úe exact localization at
the slide surface was registered. Subsequently, FISH protocols were performed at
the same slides, using cornmercial painting probes (Cambio, UK) to detect the
chromosome alterations identified by cytogenetic analysis on previously
immunophenotyped and registered cells.
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REST]LTS
Evaluation of PLÂGl gene alterations by in situ hybridization (FISH and
CISH analysis)
PLAG1 gene evaluation was feasible in all 20 tumors by metaphase FISH (18
cases) and/or paraffin-section interphase CISH (16 cases) using úe PLÀG1 probe
and the (peri)centromeric probe for chromosome 8 (Iable 2).
Intragenic rearÍangement of PLAGI was observed in 9 PA and 3 caPA cases by
FISH analysis, verified by hybridization signals of PLAGI probe on rearranged
chromosomes 8 and úeir translocation partners (split signal). In PA cases 10, 11
and 12 no split sipal could be detected. In cases l0 and 11, boú carrying a
classical t(3;8)(p2l;q12), rearrangement of PLAG1 gene was expectd but only
two sigrals were observed: one at der(8) and one at the normal chromosome 8. No
sipal was detected at the translocation partner de(3). However, úe sigual on
der(8) appeared smaller than the signal on normal chromosome 8, indicating that a
deletion of3p sequences along with the t(3;8) presumably occurred. In both cases
with trisomy 8 (PA case 15 and caPA case 19), three copies of PLAGI were
detected wiúout PLAG1 region rearrangement. In case I (myoepitheliorna) and
case 9 @A) it was impossible to veri§/ PLAG1 stâtus due to lack of metaphases.
By CISH analysis PLAGI could be evaluated in 15 cases, confirming split of
PLAG1 by a significant o/o of nuclei displaying 3 signals on FISH positive cases
and allowing tle demonstation of PLAG1 rearÍangements on unprobed PLÀG1
cases 1 (20.17") aú9 Q9.5Y) (Table 2). With centromeric 8 probe, all cen8 cases
positive-probed by CISH were disomic with úe excqltion of case 19 that showed
21.6% ofnuclei wiú 3 signalVcopies coofirning trisomy 8.
In cases l0 and 11, which were "split PLAGI negaúve" by FISH, úre 3 signal
counts per nucleus were, respectively, 9.7%. alLd 14%. These values fiífilled our
criteria of >10% for PLAGI spli! thoroughly for case 11, and on the lower limit
for case 10. These two cases were interpreted as positive for PLAGI
rcarrangement. In case 12, CISH confirmed that there was no intragenic
rearrangement of PLAGI. It was characterized by a t(8;9Xql2;p22-23) wtút
breakpoint at 8q12. FI§IH analysis of úis case wiú painting probes (data not show)
confirmed úe translocation, exclúing involvement of other(s) chromosome(s).
PA case 3 unexpectedly displayed a more complex Íearrangement of PLAGI. G-
band analysis revealed what appeared to be a balanced translocation
t(5;8)(pl3;q12-13), that was confirmed by FISH using painting probes for
chromosome 5 and 8 (Figures lA and lB). However, when PI-AGI status was
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investigated, instead of úe expected PLAGI split with signals on both de(5) and
der{8), two small signals from PLAGI were observed on de(8), and none was
identifred on derQ), indicating that a complex cytogenetic rearrangement had
Fobably occurred (Figure 1C). Notably, the same pattern was clearly detected in
paÍaffin-sections by CISH (Figure lD).
IdentiÍication of cell types carrying 8ql2 rearrangements by combined
genotypic/phenotypic analysis
knmunocytochemical techniques to assess calponin and cytokeratin
immunoreactiüty were applied to assess myoepithelial and epithelial
immunophenotypes of primary tumoÍ cells gowing in ütro from PA case 4 and
caPA case 17. In boú cases, immunopositive calponin and cytokeraün mitotic cells
were identified and recorded. To establish the cell genotypes, the same slides were
pÍocessed for FISH analysis. Cytogenetically, boú cases were characterized by
8q12 translocations, t(8;10) and t(3;8), Íespectively, for case 4 and 17. To verifr
the presence of the translocation in immunopositive cells, whole chromosome
painting probes for chromosomes 3,8 and l0 were chosen- Knowing by
chromosome metaphase FISH analysis t}re status of PLAG1 on these cases (both
showed split signals), PLAGI probe was also tried, but úe background was too
high for sigrral evaluation. In both cases, úe translocation was found in both
irnmunopositive calponin and cytokeratin mitotic cells demonstrating that the
(cyto)genetic lesion was shared by myoepithelial and epithelial cells. Figures 2A




Our study describes to our knowledge úe largest series ofpleomorphic adenomas,
characterized by 8ql2 deüations with PLAGI involvement, assessed by iz sitz
hybridization techniques (ISH). Boú metaphase and interphase tumor cells ü'eÍe
evaluated and this represents a pioneering study on paraffin-embedded secúons.
Additionalln it proüdes information on oúer Íelated salivary gland tumors,
carcinomas ex-pleomorphic adenoma (caPA) and myoepiüeliomas, where very
scarce oÍ even no information about úe status ofPLAGl is available'
In our series seventeen tumors (85%), that includes 13 PÁe 3 caPA and the
myoepiúelioma cÍse, 'weÍe interpÍeted as haüng intragenic rearrangements of
PLAGI. Two tumors (10%), PA case 15 and caPA case 19, had trisomy for
chromosome 8 úúout molecular cytogenetic eüdence of PLAG1 ÍeaÍÍangement.
Only PA case 12 lacked PLAGI involvement at all. ft was characterized by a
t(8;g)(q12;p22-23), with breakpoint at 8q72. FISH analysis of this case with
painting probes confirmed the translocation, excluding involvement of oúer
chromosome(s). ISH analysis on boú metaphase and interphase cells revealed only
two signalVcopies of PLAG1 indicating no disruption of PLAGI gene. In a recant
shrdy, Riiijer et al (1999) reported three PA cases with 8q12-13 rearrangements but
without PLAGI alteÍation. Further characterization of tlese cases will possibly
allow disclosing the mechanisms behind úese rearrangements-
PLAGI involvement has been mainly reported in PA associated üth 8q12
deüaúons, but it was also found to be activated in PÂs with normâl karyot)?es and
l2ql3-15 abnormalities (Àstrõm et at, 1999; Kas et al, 1997; Yoz et al, 1998,
2000). In contrdst, in malignant tumors, ÍeaJtrangement of PLAG1 was only
observed in a limited number of cases, mainly caPA cases ( Àstrtim et al, 1999; Jin
et al, 2001).
In the present study, except for one tumor (case 12), all PA with 8ql2 deüations
had an intragenic Íearrangemert of PLAG1 (937o), which indicates thât PLAG1
rearrangement is a very ftequent genetic event in these tumors, and confimring its
crucial role in salivary gland tumorigenesis.
Carcinomas ex-pleomorphic adenoma are uncoÍrrx)n neoplasms rqnesenting
abottt l2o/o of all malignant salivary gland tumo§ (Gnepp, 1993). They typically
develop in the context ofprevious pleomorphic adenoma and purzue an aggressive
course. Histologically these neoplasms are characterized by úe concomitant
presence of benign and malignant components, the latter usually being
adenocarcinoma NOS (Ellis, 1991). Previous cytogenetic and molecular studies
revealed recurrent Íearrangements at 8q12 and 12q13-15, the same chtomosome
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Íegions affected in pleomorphic adenomas, and consistent alterations at 17p loci
(see El-Naggar, 2000 for review). Consequently, PLAGI gene Íearrangement is
expected to occuÍ, at least, in caPA with 8ql2 deviations. We found that all 8q12
rearranged caPA cases showed PLAGI rearrangement confirming úe involvement
ofthis gene.
Myoepiúelioma is a rare benigr salivary gland neoplasm tlat presents a
monomorphous cellular composition with cells eúibiting a terminally
differentiated myoepithelial cell phenotype (Seifert et al, 1 990; Dardick et al, 1 987)
being considered by some authors of representing one end of the morphological
spectrum of pleomorphic adenoma. Therefore it is conceivable that
myoepithelioma might also share úe (cyto)genetic features already described for
pleomorphic ads16mas. The only abnormal karyotned case described in the
literahue displayed a t(l;12)(q25;q12) thus sharing a 12q rearangement with
pleomorphic adenomas @l-Naggar et al, 1999). Investigation conducted on
myoepithelioma case 1 showed intragenic rcarratrgement of PI-4G1. It seems
therefore reasonable to conslude that salivary gland myoepiúelíomas share
(cyto)genetic characteristics with pleomorphic adenomas and as such PLAG1 also
plays an impofant role in these tumors, at least the cases with 8ql2 deüations.
Trisomy 8 is ttre most frequent numerical deviation in salivary gland tumors being
shared by benign and malignant tumors (Mitelnan F, Johansson B, and Mertens F:
Mitelman Database of Chromosome Aberrations in Cancer. http:/cgap.nci.nih gov/
Chromosomes/Mitelman.200l). In úe present series gain of chromosome 8 was the
sole karyotypic aberration found in one PA case and in one caPA case. FISH
analysis allowed us to veriry úat PLAGI region was not structurally affected,
since in these tumors there was only a copy number increase (3 copies) ofthe gene.
The pathogenic mechanisms associated wiú gain ofchromosomes are still uncleaÍ,
the most plausible explanation for the fact beiug gene dosage alterations. A novel
oncogenic mechanism involving PI-AGI copy number gain was recently suggested
in a study of lipoblastomas tlat pÍesent polisomy for chromosome 8 without
PLAGI rearrangement (Gisselsson et al, 2001). In úese tumory úe 8q12
chromosomal ÍeaÍrangements Íesút in upregulated expression of PLAG1
transcription factor. It was hypothesized that in polisomy 8/nonrearraged PLAGI
cases, PLÂGl could be transcriptionally upregulated, in a mechanism similar to
that detected in lymphoid neoplasms, such as Burkitt lym,phom4 where point
mutations on the promoter-region of MYC oncogene were detected in fusion gene
negative cases (see Gisselsson et al,2001 for review). If an analogous mechanism
is present in saüvary gland tumors remains to be investigated-
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One of our aims was to compaÍe ISH techniques on metaphase tumor cells wiú
interphase tumor cells on archival material with a specific-gene probe for detection
of gene rearrangements. Karyo§ping mandates úe establishment of a cell culture
in vitro ftom a tumor ftagment. In contÍast, with ISH on paraffin sections, it is
possible to evaluate tle genetic alterations in situ, in uncultured tumor cells,
avoiding in vitro maÂpúaÍion. We found a good agÍeement between the two
techniques. ISH on paraÍfin sections was shown to be a very sensitive technique as
demonstrated in case 3. Karyotypically, this case displayed what suggested being a
simple translocaüon between chromosome 5 and chromosome 8 in the form of
t(5;8Xpl3;ql2) was confirmed by FISH wiú painting probes for chromosome 5
and 8. However, when PI-AGI status was evaluated on metaphase cells by FISI!
two smal1 spots from PLAGI on de(8) were observed and none on der(5) meaning
that a more complex Íearrangement had occurred, probably an inversion on
chromosome 8, which initially splits the PLÀG1 locus, along witl a translocation
with chromosome 5. A similar sihration was observed in pulmonary hamartomas of
úe hrng where hidden chromosomal inversiors occurring together wiú simple
tÍanslocations were disclosed by FISH analysis (Kazmierczak et al, 1999).
Remarkably, CISH analysis on paraffin sections of úis case revealed exactly the
same pattern, demonstrating that ISH ana§sis is a powerfirl technique to assess
PLAGI reanangements on paraÍfin embedded archival material from salivary
gland nrmors.
The second question addressed on this study'was to investigate the role ofPI-AGl
in tumorigenesis and üfferentiation of pleomorphic adenomas.
Pleomorphic adenomas are morphologically characterized by a biphasic pattern
with epithelial and mesenchymal areas. Contoversy remains on wheúet PA arises
from a single pluripotent cell or if more then one "stem celf is involved in clonal
expansion @ardic(1998). There is increasing eüdence úat epiúelial and
myoepithelial cell populations share phenotypical and genotypical characteristics
supporting úe 'modified myoepitheüal cell model" for PA histogenesis (Batsakis
and El-Naggar, 1999; Dardick, 1998).
Identification of cell types carrying PI-AG1 Íearrangements could help to clari$
ttris issue. This prompted us to perform a combined phenotypic/genotypic analysis
on PA case 4 and caPA casel7, both characterized by 8ql2 translocations and
PLAG1 intragenic rearÍangement. Immunocytochemical techniques were used for
phenotypic characterization of tumor cells. In boú cases, mitotic cells that shared
immunopositivi§ for calponin and keratin were identifred- The geno§pe of úe
cells was establiúed using FISH techniques, allowing the localization of 8q12
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abnormalities in both immunopositive calpodn and keratin mitotic cells which
points to accept that the cytogenetic lesion is shared by epithelial and myoepithelial
cell lineages. Fudher eüdence ca:ne from a recent study on two pleomorphic
adenomas characterized by 8q12 translocations @ebiec-Rychter et al, 2001). In
úis study, úe authors investigated which cells types expressed PLÂGl protein and
demonstrated that all cells that were strongly immrmoreactive for PLAG1 carried
the specific chromosomal translocations, and that they could be both epithelial or
myoepiúelial, phenotypically. Our results and previous data show, úerefore, that
pleomorphic adenomas cells share a single cell origin probably from a pluripotent
cell capable of differentiating into a variety of somaüc phenotypes, as proposed by
Batsakis & El-Naggar (1999). This potentially attributes to PLAGI a significant
role il úe basic tumorigenic ptocess or, at least, in a significant subset of salivary
gland pleomorphic adenomas.
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G-band and in situ hybridization analysis of a pleomorphic adenoma (case 3) with a
t(5;8)(p13;q12-13). (A) Representative karyotype of the case; (B) FISH analysis with painting
probes for chromosome 5 (green) and chromosome 8 (red), confirming the translocation; (C)
FISH analysis with PLAGI probe (red) with signal on normal chromosome 8 (arrow head) and
with two small signals on the der(8) (arrow); (D) CISH analysis on a tumor paraffrn section,
with PLAGI probe; there are two adjacent brown spots, and a third spot confirming FISH
observations
Figure 2:
Combined immunocytochemistry and FISH analysis of a pleomorphic adenoma (case 4) with a
t(8; I OXq I 2 ;q22). (A) Cell undergoing mitosis with cytoplasmic immunopositivity for MNF I 1 6
antibody (anow); (B) FISH analysis of the same cell using painting probes for chromosome I






























































As alterações (cito)genéticas em tumores da§ glândulas saüvares 4.1
As alterações citogenéticas identificadas êm tumores benigrros e malignos
parecem diferir queÍ quanto às regiões génicas envolüdas queÍ quanto ao tipo de
anorDalia cromossómica em causa, sugerindo a possibilidade de haver padrões de
alterações citogenéticas com associação específica a distintos tipos histológicos.
Foi nosso objectivo identificar e caracterizar as alterações cromossómicas
recoÍentes num $upo vasto de tumores salivares, por fonna a contribuir para
alargar o coúecimento quanto ao padrão de alterações citogenéticas e à defnição
.Ia" regiões genómicas-alvo com papel potencial na tumorigénese. Pretendemos,
ainda, avaliar o comprometimento do gene PZIGI considerado como um dos
oncogenes envolvidos em neoplasias das glândulas salivares, tânto benignâs como
maliguas, e que têm em comum alterações citogenéticas do cromossoma 8.
Padrío ile alterações citogenéticas em tumores benignos 4.1.1
Em tumoÍes salivares benignos, a maior paÍte da informação citogenética
respeita ao adenoma pleomórfico, o tumor mais ftequente @osenberg et al, 1997;
Ellis et al, 1991). A anílise citogenética de outros tumores salivares benignos
circrmscrerre-se, quase exclusivamente, ao tumor ale Warthitt, sendo escassa ou
mesmo inexistente ern outros tipos histológicos.
Adenoma pleomórlico
O estudo cariotípico de 77 adenomas pleomórficos (capíhrlos 3-1, 3.5, 3.7 e
resultados não publicados) demonstrou que h,í um padrão de alterações
cromossómicas que é sobreponivel ao que já foi descrito nestes tumoÍes (cf
capítulo 1.3). Âssim, as alterações do cromossoma 8 através de rearranjos
estruturais que afectavam o braço longo ou alterações numéricas, sobretudo por
trissomia, foram identificadas em 35 casos (45,57o), os rearranjos em l2ql3-15 em
11 casos (14,3%), e outras alterações várias, não recorrentes, em igual nrfuoero de
casos (14,37o). Os tumores restantes apresentavam um cariotipo normal (25'9%).
Ao analisar a informação citogenética obtida, verifica-se que as alterações
que afectam o cÍomossoma 8 são as mais ftequentes tornando-se o subtipo
citogenético mais rcp1ç5sa14tiv6, que engloba cerca de 50% dos casos. As
alterações cariotípicas encontradas neste subgnrpo são maioritariamente de ttlo
estnrtuÍal (33 casos), sendo somente numéricÍrs em 2 casos, ambos com kissomia




vários sendo, no entanto, o 3p21 aquele que é preferencia! originando a
translocação típica, mais comum, dos adenomas pleomórficos t6;8)(p21;ql2), a
qual foi detectada em 15 tumoÍes. Em relação aos cÍutos caracterizados por
alterações do cromossoura 12, excepto em um que possúa trisomia 12, as
anomalias eram do tipo estrutuml, Íesultantes de translocagões e inversões. No caso
d,s kanslocações (7 tumores) o ponto de quebra em 12q era q13-15, com diferentes
parceiros cromosúmicos. Nos Íestantes 3 casos esta região era afectada por
inversões, quer do tipo periientromérica quer do tipo paracenEomérica. A
diversidade de parceiros cromossómicos bem como os diferentes tipos de alteração
estÍutuÍal detectada apontam paÍa que o mecanismo moleculaÍ subjacente a estes
rearranjos seja a activação do gelnLe HMGÁ2, por desregulação da sua expressão, e
não que tenha ocorrido a formagão de uma proteína anómala (&narL 1999).
Nesta serie de adenomas pleomórficos, 20 casos tinham um carioüpo
normal. A 141trrs2 das ç{lulas cultivadas in vitro com cúiotipo normal constituiu
desde sempre um problema na citogenética de tumorer r51i6o". f imFossível sabeÍ
o que é que as células cariotipadas normais representam: serão células
neoplásicas?, serão células consütuintes do estroma do tumor? ou ainda, serão
células epiteliais normais de glândula salivar? Para além disso, as técnicas de
citogenética convencional têm uma resolução limitada o que não possibilita
detectar alterações submicroscópicas. Após a identificação dos genes envolvidos
nos rearranjos mais connms, o PLAGI em 8ql2 e o HMGA2 eml2ql4, Âstrôm et
al (1999) verificaram, por exemplo, quê 13 dos 17 adenomas pleomórficos cujo
cariotipo era normal tinham aumento de exptessão do gete PIÀGI. Por isso, não
devení ser exclúda a hipótese de que os casos cariotipicamente normais possuam
de forma indetecíível as alterações génicas irnplicadas na sua origem-
Perante a existência nos adenomas pleomórficos de um padrão específicq
bem definido, de alterações genéticas e, face à sua diversidade fenotípica, foram
feitas tentatiyâs de verificar se existe alguma relação preferencial entre as
anooalias cariotípicas e as características histológicas dos adenomas pleomórficos.
Foi demonstrado que os tumores com rearranjos em 8ql2 são adenomas de
fenótipo tipo clássico, que contém 3O-5O% de esEoma na sua composição, em
contÍaste com os hmores com cariotipo normal e têm rearranjos em 12q13-15, que
são constituídos por mais de 80% de estroma @ullerdiek et al, 1993).
Com o mesmo objectivo procedemos à classificaçâo dos adenomas
pleomórficos desta serie em dois gnrpos: aqueles em que havia predomínio celular
e os que tinham predomínio de estroma, com base na classificação de Foote &
Frazell (195Q. F."' 72 dos 77 tumorcs, 20 casos tinham predominio celular e 52
ll6
Discussão e Conclusões
casos pÍ€domínio de estroma. Integrando a informação cariotípica com estes
subgrupos histológicos, verificámos que havia uma associação êstatisticamente
significativa êntre o grupo de predomínio celular e ausência de alteragões do
cmmossorna 12 (p=0.M3), e entre este me§Eo grupo e alterações do cromossoma 8
G=0,00D. Patece-nos, portanto, ser legítimo concluir que existe 
rrmâ corelação
entre a composição histológica dos adenomas pleomórficos e o cariotipo, visto que
o gru,po de neoplasias com predooínio celular apÍêsentava predominantemelrte
alterações do cromossorna 8 e não tirha alterações do 12, enquanto que o gnrpo
com predomínio de estroma úo moshava neúum padrão específico de alterações.
O facto do cromossorna 12 só se encontrar rearranjado no grupo com predomínio
de estrorna sugEre que o gerc HMGA2 envolüdo nestes rearranjos podeÉ esAr
preferencialmente associado a adenornas pleomórficos com este fenótipo' O gene
HMGA2, como aEás referido (cf capítulo 1.3), está relacionado com I origem de
vários tipos de turrores benigrros sendo a maiot parte deles mesenquinratosos ou
tendo um padrão histológico bifllsico com diferenciação êpitelial e'
mesenquiratosa e em que, rnaioritariamente, a desregulagão do HMGA2 estÁ
confinada ao componente esfomal (tallini et al, 1999). Vários estudos têm sido
efectuados com o objectivo dê itrvestigar a associagão entre as lesões do gene
HMGÀ2 e os tumores benignos de origem mesençimatosa (Aúar et al, 1995;
Kasmierczack et al, 1996; Tkachenko et aI, 1997; Battista et al, 1999; AÍlotta et 41,
2000) ten<lo sido atribúdo ao gene HMGA2 tn paPel impoÍtsnte nessa
difercnciação.
Para o adenoma pleomórlico, que constitui um exemplo paradigmrítico de
um tumor bifásico, é geraLoente aceite que aobos os coúqronentts têm origem
numa célula percursora pluripotente com capacidade divergente de diferenciação'
epitelial e mesenquimatosa. Âssim sendo, a tÍesregrrlagão do HMGA2 induziria
estas células a seguirem um determinado pÍogramÊ de diferenciação, que
fenotipicaraente se traduziria no predomínio estromal dos adenomas pleomórficos.
A contastação desta diferença sipificativa entre os subgÍupos histológicos
le'rra-nos a considerar vias de diferenciação celular distintas para os 8dênoma§
pleomórficos. Os rearranjos genéticos em 8ql2 e 12q13-15 parecem poder
Íq,Í€sentar acontecimentos prinuírios diÍÊctámente relacionados com a iniciação
tumoral o que, na nossa opinião, favorece a interpretaçiío de baver duas úas de




O mioepitelioma é um tumor benigno das glândulas salivares, coÍlposto
quase na totalidade poÍ células com fenótipo mioepitelial (Seifert et al, 1990;
Dardick et al, 1987). É considerado um dos extr€mos do espectro de diferenciação
morfológica dos adenomas pleomórficos e, como tal, morfologicamente
relacionado com este tipo de neoplasia (Ellis et al 1996). O unico caso publicado
com cariotipo alterado revelou uma translocação t(1;12)(q25;q12). EmboÍa o potrto
de quebra descrito não seja exactaÍnente o mesmo que estiá referenciado em
adenomas pleomórficos (12q13-15), os autoÍes consideram que mioepiteliomas e
adenomas pleomórficos padilham anomalias em l2q (El-NaggaÍ et al, 1999). A
análise cariotípica de dois mioepiteliomas por nós efectuada demonstrou que o
cariotipo era normal num caso e em outro haüa alterações em 8q12, akavés de
uma translocação recíproca t(8;12)(ql2;pl3) (capítulos 3.1 e 3.7) Assim, com base
na informação disponivel parece poder concluir-se que o mioepitelioma e o
adenoma pleomórfico das glândulas salivares, partilhando anomalias citogenéticas
possuem uÍna histogénese comurn
Tumor ile Warthin
A informação citogenética disponível sobre o tumor de Warúin está
limitada a 35 casos, incluindo os 12 analisados por nós no IPOFG, Lisboa
@ullerdiek et al, 1988; Mark et al, 1989, 1990; Nordqüst et al, 1994; capítulo 3.3).
Em 16 tumores (45,7%) os cariotipos estabelecidos são normais; os restantes 19, a
par de um clone normal apresentavam anomalias clonais numéricas e/ou
estruturais.
Quanto às alterações numéricas encontradas, a perda clonal do Y foi a
rhica anomalia Íecorrente e, quanto a alterações eshuturais, paÍecem estaÍ
consistentemente envolvidas 3 regiões cromossómicas diferentes: llq21, 19p13,
geralmente sob a forma t(l l; l9)(q21;p 13) e 6p2l-23.
A translocação 11;19 parece ser uma anomalia específica associada ao
tumor de Warthin or.l, pelo menos, comum a um subgnrpo destes tumores. Ta1
como já foi referido, uma translocação t(l l; 19) idêntica foi descrita em caÍcinomâs
mucoepidermóides das glândulas salivares e do pulmão (Dúlenfors et al, 1994,
1995; Horsman et al, 1995; Johansson et al, 1995; Nordqvíst et al, 1994).
As alterações cromossómicas que envolvem a região 6p27-23 §o
recorrentes no tumor de Warthin e são comuns em outras neoplasias benignas
humanas, como o lipoma (Man«lhal, l99Q e o leiomioma uterino (Pandis et al,
1991). Poder-se-á estar peÍante uma situação de naturea idêntica à verificada para
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a Íegião 12q13-15, em que se admite q\e o gene HMGA2 esteja relacionado com a
patogénese de tipos distintos de neoplasias benignas, inclündo o adenoma
pleomórÍico (Schoenmaker et al, 1995). Recentementg através de estudos
moleculares efectuados em hamartomas e leiomiomas uterinos, citogeneticamente
caracterizados poÍ anornaliírs em 6p21, veriÍicou-se que haüa um gene localizado
nessa região, pertencente à mesma faúlia do gene HMGA2, e como tal designado
HMGÁL lafieioÍrente designado por HMGI(Y)1, que estava rearranjado
(Kasmierczak et al, 1996), Âssinr, este gene que tem estÍutura e fun9ão
semelhantes às do HMGA2,parcceter igualmente participagão no desenvolümento
neoplásico de um subgrupo de tumores benignos com origem mesenquimatosa ou
com componente Íelevante de diferenciação mesenquimatosa. Não se sabe, ainda,
se este gene estará relacionado com a patogénese dos tumores de Warthi4 que
possuem anomalias cromossómicas em 6p2l-23.
Os resultados que obtivemos confirmam haver rearranjos cromosómicos
preferenciais nos tumores de Warthin, os quais reflectem o envolvimento
recorrente das regiões 1lq2l, 19p13, geralmente sob a forma t(11;19)(q2l;pl3),
bem como também da regSáo 6p2L-2!. Embora o significado destes rearranjos
pemürneça desconhecido, estes resultados contribuem, na nossa opinião, para o
esclarecimento da tumorigénese destas neoplasias. A detecção de alterações
cromossomicas específicas, recorÍentes, êm cerca de 50% dos casos, constitui um
aÍgumento decisivo para considerar o tumor de Warthin como uttt, neoplasia
'terdadeira", afastando a hipótese defendida por alguns autores (Ogawa et al,
1990; Allegra, 1971) de que se trataria de um processo reaccional neoplasiforme.
As alterações cromossómicas associadas de forma üio específica a um tipo de
tumor são geralmente consideradas primrárias, e com um potencial papel decisivo
na tumorigénese, constituindo mesmo urna condiçilo slz e qua non para a ooorrêr.cia
do processo (Ileim & Mitelmân, 1995).
Conclusão I
Os estudos citogenéÍicos ef*tuailos numa série de adenomas pleomórficos e em
dois mioepitetiomas confirmam um padrão de alterações citogenéticas
característico, em que há envolvimento recorrente ilas regiões cromossómicas
específicas 8q12 e 12q13-15, Íacto que Íaz considerar que o mioepitelioma tern
histogénese comum com o adenoma pleomórfico.
A correlação do padrão cariotípico com a composição hístológica dos adenomas
pleomórfcos sugere que os rearranjos genéticos em 8ql2 e l2qlj-15 se
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relacionam com o subtipo microscópico, o que Parece indiciar vias de
desenvolvimento neoplasico distintas para os adenomas pleomórficos.
O tumor ile Warthin associa, ile Íorma inequívoca, anomalias nas regiões
cromossómicas llq21, 19p13 e6p21, confirmanilo que esta lesão é uma neoplasia
verdadeira e afastando a interpretação de se tratar de uma lesão Pse dotumoral
hiperplásica.
4.1.2 Pâdrâo de alterações citogenéticas em tumores malignos
Os tuÍnores salivares malipos constituem um gÍupo müto heterógeneo de
neoplasias, que inclui 18 tipos histológicos diferentes (cf capíhrlo 1.2). Os estudos
citogenéticos efectuados, embora escassos e limitados aos subüpos histológicos
mais freçentes, permitiram identificar um padrão de alterações cromossómicas
que sugere especificidade para os carcinomas salivares (cf capítulo I .3).
Carcinoma ex-adenoma pleomórlico
Podem desenvolver-se carcinomas em ceÍca de 34% dos adenomas
pleomórficos a partir do seu componente epitelial, pelo que os tumores malignos
são designados por carcinomas ex-adenoma pleomórfico @llis et al, 1991). Os
estudos citogenéticos efectuados revelararn, na maior parte dos casos, cariotipos
complexos, aneuplóides, com alterações estruturais Íecorrentes em 8q12-13 e em
12q13-15 e anomalias numéricas com gaúo do cromossoma 8 @ullerdiek et al,
1990; Márk et al, 1991,1992; Jin et a1, 1994; Mark, HFL et al, 1994; I{rynchak et
al, 1994, Rôijer et a1,2002).
Na anílise de 7 neoplasias, verificámos haver em 6 um cariotipo alterado
(capíhrlos 3.2, !.5 e 3.7). Exceptuando um tumor que possúa um cariotipo
complexo e aneuplóide, os outros casos tiúam cariotipos relativamente simples, o
que levanta a questão de o cariotipo obtido resútar de um defeito de amostÍagenc,
correspondendo ao adenomâ pleomórfico pÍé-existênte. As alterações do
cromossoma 8 caracterizavam 4 neoplasias, quer sob a forma de ganho de material
genético (1 caso), çer por rearranjos a nível da região 8q12 (3 casos), o que
reforça a informação existente na literatuÍa. A partilha de anomalias
cromossómicas com os adenomas pleomórficos, seus equivalentes benignos,
assocía citogeneticamente, de forma indubitável, êstes tumoÍes entre §i e aponta
paÉ que haja um padrão cariotípico wolutivo, correspondente à sequ&rcia
histológica adenoma-carcinoma- No entanto, estão poÍ esclarecer quais as
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alteÍações (cito)genéticas que são deteÍninantes para a evolução p3liSna dos
adenomas pleomórÍicos.
Carciuoma mucoepiderm6ide
Os reananjos cromossómicos estÍuturais pÍevalecentes nos caÍcinoüra§
mucoepidermóides afectam as regiões llql4-24 e 19p12-13, estas geralmente sob
a forma t(l r; r9)(ql4-21;pl2-3), e r regiáo 6q2l-25.
A anáIise de 8 carcinomas rmrcoepidermóides (capítulos 3-2; 3.4; 3.6 e
resultados não publicados) revelou que havia rearranjos em 6q por um mecanismo
de üanslocação com outÍos cÍomossomas, havendo envolvimento da região
6ql5-21 em 2 casos. Ambos aprêsentavam igualmenê delecção de mateÍial
cromossómico 6q que, em um caso, era concomitante com a translocação 6q e, no
ouko, ocorria num clone independente. A translocação t(l1;19)(q2l-23;pl2) foi a
rlnica alteração pÍesente em dois casos, confinnando-se a associação desta
anornalia a carcinomas mucoepiderrnóides (capíhrlo 3.6 e resultados não
pubücados). Nunca foram detectados rearranjos em 6q conjuntamente com a
t(11;19), o que paÍêce indicar que podem haver duas üas carcinogenicas distintas
parâ estes tumores.
Para além da análise citogenética de carcinomas mucoepidermóides
originados nas glândulas salivares, a análise de um carcinoma mucoepidermóide
localizado no pulmão também revelou a mesrna anomalia t(ll;19)(q21;p1l)
(Johansson et al, 1995). A presença da mesma alteração no mesmo tipo histológico
de carcinoma, embon com localização anatómica diferente, torna-a uma lesão
primária específica desta neoplasiâ, com um potencial papel na carcinogÉnese.
Com o objectivo de caracterizar esta translocação a nível molecular e de
identificar potenciais gene(s) envolvitlo(s) iniciámos um projecto ile mapeamento
molecúar do ponto de quebra 19q12-13 num dos casos de carcinoma
mucoepidermóide em que se verificou haver t(11;19). Através de análise por
hibridização in situ com fluorescência (FISII), com a utilização de sondas
específicas para a região cromosúmica l9pl2-13, foi já possível delimitar a área
onde se localiza o ponto de quebra desta translocação, que corresponde a um
intervalo genómico de cerca de 3,3Mb (capítulo 3.6). Curiosamente, esta
kanslocação t(11;19), com pontos de quebra em llq2l e l9pl3, e detectada nos
carcinomas mucoepidermóides, paÍece citogeneticamente idêntica à que foi
encontrada em tumores de Warthin. No entanto, estes dois tipos de neoplasia não
partilham características clinico-patológicas, sendo consideradas entidades não
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Íelacionadas. Se os estudos molecúares demonstrarem estÍunos em pÍesetrça de
um rcarrâqio genético semelhante e afectando provnvelmente o(s) mesmo(s)
gene(s) poder-se-á colocar a hipótese de runa üa patogenética partilhada para estas
duas neoplasias no seu pÍocesso de desenvolümento, rnas cujo resultado final
(morfologia e compoÍtamento clínico) é muito distinto.
Carcinoma adenoide-cístico e
adenocarcinoma polimórfico de baixo grau
No carcinoma adenoide-cistico foram identificadas várias alterações
estrutuÍais, sendo a região cromossómica 6ql6-25 4 mais frsquslfs6snte
envolvida, o que oconeu através de delecção - del(6)(ql6-25) -, ou por rearranjo,
numa translocação recíproca com o cromossoma 9, sob a forma t(6;9)(q,21-25;p2l-
23).
A translocação t(6;9) foi também detectada em carcinomas adenoide-
císticos localizados nas glândulas lacrimais Qlryrchack et al, 1994) e na cavidade
nasal (Higashi et al, 1991). Em um caso de carcinoma adenoide-cístico do pulmão,
embora não teúa sido detectada a translocagão t(6;9), foram encontradas duas
outras hauslocações, t(9;17)(p13;p13) e t(X;6)tp22;q23), com pontos de quebra
situados nas mesmas regiões, - 9p13 e 6q23 (Higashi et al l99l) -. Esta
obsewação é um argumento adicional no sentido de dar reforço ao papel
firndamental daquela anomalia citogenética neste tipo histológico de neoplasia.
Foram analisados 8 carcinomas adenoide-císticos, tendo sido detectadas
em 6 deles anomalias citogenéticas clonais (capíhrlos 3.2 e 3.4). Em 5 casos, os
rearranjos afectavam o braço longo do cromossoma 6: em 2 casos em 6q23-25,
sob a forma de t(6;9) e, nos rcstantes casos, por delecção ou por translocações com
outros parceiros cromossómicos que não o 9.
Estudos adicionais realizados por FISH e COBRA-FISH descritos no
capítulo 3.4 permitiram ainda verificar que, num dos casos, a translocação t(6;9)
era acompaohada de delecção 6q23-ter. Não podemos esclarecer com segurança se
esta situação é esporádica ou, pelo contnírio, é uma anomalia Íecorrente nestes
tumores. Parece-nos indispenúvel para se poder inêÍpretar o seu verdadeiro
significado conseguir ampliar a casústica. Neste tipo histológico de carcinoma, as
anomalias em 6q aparecem sob duas formas: delecção e translocação. Os
mecanismos moleculares subjacentes a estes dois tipos de alterações são
geralmelte diferentes: as delecções envolvem perda de genes supÍessoÍes de tumor,
enquanto que as tÍanslocações sem perda de material cromossómico relacionam-se,
preferencialmente, com a activação de oocogenes. No caso específico do
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carcinoma adenoide-cístico das glândulas salivares, os mecanismos moleculiaÍes
associados a estas anomalias permanecem por identificar.
Há urra outra região cromossómica afectada de forma recorrente nestes
tumores - a região l2ql2-13 -, e tal ocorre por delecção (2 casos) e por
translocação com o braço curto do cÍomossotnÍ! 6, t(6,12)(6p21;ql3) (1 caso)
(capítulo 3.5).
Estudos Íecentes pot hibridização genómica comparada (CGII), realizados
nurna série de 24 carcinomas adenoide-císticos, demonstraram haver perdas em
6q23qter e uma região mínima comum de delecção em l2ql2-73 @l-Rifai et al,
2001). Estes factos confirmam o envolvimento destas regiões, e sugerem ainda que
um ou mais genes aí localizados possÍun desempeúar um papel determinante na
origem dos carcinomas adenoide-cístico.
Sob a desigração geral de adenocarcinomas salivares com participação
mioepitelial incluem-se as seguintes entidades: o carcinoma adenoide-cístico, o
carcinoma epitelial-mioepitelial, o adenocarcinoma de células basais e o
adenocarcinoma polimórfico de baixo grau (Seifert et al, 1990). Embora
constituindo entidades histológicas distintas, este gÍupo de tumores partilha
semelhanças fenotípicas, tendo sido sugerido que têm uÍDa histogénese comum
@atsakis et al, 1989).
Os estudos citogenéticos que efectuímos em adenocarcinomas
polimórficos de baixo grau identificaram a ocorrência da Eanslocação t(6;12) que
também foi detectada num caso de carcinoma adenoide-cístico. Em um outro caso
haüa alterações em 12q12-13 o que confere supoÍte genotípico à hipótese de haver
uma histogénese comum paÍa estas neoplasias (capíttdo 3.5).
No que respeita ao carcinoma epitelial-mioepitelial e ao adenocarcinoma
de célúas basais a informação cariotípica é muito escassa No primeiro tipo
histológico a informação disponível deriva do estudo de três casos (El-Naggar et al,
1998; capítulo 3.2) e, no segundo tipo, de apenas um caso (capíhrlo 3.2). Em
nenhum deles foram identificadas anomalias em l2ql2-13.
A raridade destes tipos histológicos de neoplasia dificulta a confirmação da
hipótese que propõe ser plausível haver anomalias cariotípicas partilhadas em
ambas as entidades.
Pode sumarizar-se a informação obtida no decurso deste trabalho e a que se
encontra publicada sobre os carcinomas salivares do modo seguinte: as alterações
numéricas recorrentes são rqlresentadas por perda do cromossoma Y e trissomia
723
Discussão e Conclusões
dos cromossomas 7 e 8, enquanto que a rêgião cromossómica 6q23-25 é a alteração
estrutuÍal mais ftequente, em geral por um mêcanismo de delecção.
A trissomia do cromossoma 8 é uma anomalia partilhada por aeoplasias
salivares benignas e malignas. Foi encontrado ganho do cromossoma 8 em vários
tipos de tumores, especialmente em neoplasias hematológicas, mas também, e com
elevada incidência, em carcinornas (Mertens et al, 1995). De uma maneira geral, a
monossomia cromossómica é interpretada como identificando perda de genes
oncosupressores, enquanto que o mecanismo patogénico associado a uma trissomia
terá hipoteticamente como consequência uma alteração quantitativa na dosagem de
produtos oncogénicos. O mecanismo molecular que se encontra relacionado com a
trissomia 8, que é partilhado por tumores benignos e malignos, e o seu significado
patogénico são questões ainda sem resposta.
A trissomia 7 é um achado citogenético comum em várias neoplasias
sólidas, entre outras, do pulmão (Lee et al, 1991) do rim (Elfuing et al, 1990) e da
tiroideia (Roque et al, 1998). Contudo, também foi descrita a swr presença em
tecidos não neoplásicos (Cin et al, 1992; Johansson et al, 1993). úricialmente, a
explicação para este facto akibuía o signiÍicado do ganho do cromossoma 7 a uma
anomalia adquirida durante a cultura lz vitro, Íod^via estudos posteriores, por
exemplo, os efectuados em tecido tiroideu e em que foram utilizadas técnicas de
hibridização in situ efr, núcleos interfásicos, confirrnaram que havia células
neoplásicas trissómicas para o cromossoma 7 (Roque et al, 1999). O significado da
trissomia 7 nas neoplasias humanas não se encontra, por isto, ainda esclarecido.
Têm sido descritas delecções intersticiais e terminais do braço longo do
cromossorna 6 em neoplasias humanas de histogénese diversa, designadamente
melanomas (Trent et al, 1989), linfomas não-Hodgkin (Gaidano et al, 1992),
carcinoma da mama (Deülee et a1, 1991) e carcinomas do ovário (Saito et al,
1992), o que sugeÍe que essas anomalias desempeúam um papel crucial mas não
específico no desenvolümento neoplásico.
A delecção de materiai cromossómico 6q2L-25 que tem sido observada em
todos os tipos histológicos de carcinomas salivares analisados, com excepção do
carcinoma ex-adenoma pleomóÍIico, tomam-na também fortemente implicada na
carcinogénese salivar. A ocoÍÍência da mesma alteração em subtipos histológicos
diferentes sigaiÍica, provavelmente, que o mecanismo patogénico implicado na
transfomnção neoplásica seja basicamente o mesmo (Sandros et al, 1990).
Contudo, a inespecificidade da del(6q) nos carcinomas salivares, ou seja, o
facto desta anomalia não estar associada a nenhum subtipo histológico particular,
levou Sandros et al (1988) a considerar que não se trataria de uma anomalia
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primríria implicatla directamente nos pÍocessos de iniciação tumoral, mas de uma
anomalia secrmdária lipda à progressão neoplásica. A detecção de anomalias
específicas claÍamente associadas a um subtipo histológico, como acontece nos
carcinomas mucoepidermóide e adenoide-cístico, as duas formas de carcinoma
salivar cariotipicamente melhor caracterizadas, parece fortalecer essa hipótese.
Conclusão 2
Os estudos citogenéticos, conJirmam a oarrência de un padrão de alterações que
se caracteriza por rearranjos em 6q em todos os tipos histológicos de tumores
malignos das glônihias salivares, dcepto no carcinoma ex-adenoma pleomórJico.
Neste último, tarrto pela ausência de delecções ou translocações em 6q, como por
rearranjos recorrentes envolvendo as regiões cromossómicas 8ql2-13 e 12q14-15,
que sã.o partilhados com os adenomas pleomórfrcos, reforça'se a ideia de que à
sequência hi*ológica adenotna-carcinoma corresponde, paralelanente, wn
lndrão característico de evolução cariortpica.
Os nossos resultados reforçam ainda a especiJicidade das translocações t(6;9) e
t(11;19) no carcinoma ailenoide-cístico e no cmcinoma mucoepid*móide, o que
confere a estas anomalias potencial valor de marcador t mroral, e sugere que
estes tumores há ocorrência de delecções de material genético associadas às
translocações 6q. Áqueles resultados permitiram, ainda, associar, a região
cromossómica 12q12-13 ao carcinoma adenoide-cístico e ao adenocarcinoma
polinórfico de baixo graq o que sugere haver genes relevantes para a
carcinogénese salivar nestas regiões, e reforça a hipótese de haver una
histogénese comum para estas neoplasias.
O papel do gene PLAG1 nos tumores das glândular salivalc 4'1'3
Nos adenomas pleomórficos, a fteqúncia e a especificidade dos rearranjos
em 8ql2 permiüram a identificação do gene PIÁG| como o g€ne afectado por
estes r€aJÍanjos. O envolümento do gerre PLAG| em tumores salivares malignos
só foi demonstrado em carcinomas ex-adenoma pleomórfico (Àsttim et al, 1999).
Foi, por isso, inicialmente sugerido que o gerte PL|GI seria um'bncogene"
benigno, potencialmente útil como biomarcador para o diagnóstico diferencial
e[tre tumores salivares benignos e maligr.os (Kas et al, 1997), conclusão que veio,
posteriormentg a ser contrariada por Queimado êt al (1999).
Com o objectivo de avaliar o papel do gene PIÁG| to pÍocesso
tumorigénico salivar, analisrímos a sua presença./ausência num grupo diverso de
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tumores das glândulas salivares constituido por 23 casos (1 mioepitelorra, 16
adenom,as pleomórficos, 4 carcinomas ex-adenoma pleomórfico, I carcinoma
mucoqridermoide e I carcinoma adenoide-cístico), utilizando técnicas de
hibridização in sirr (capíhÍos 3.5 e 3.7). Os tumores tiúam, em comum,
rearranjos em 8q12 ou trissomia do cromossoma 8. Todos os adenomas
pleomórficos, exceptuando um caso, todos os carcinomas ex-adenoma pleomórfico
e o mio€pitelioma revelaram reaúilnjos intÍagénicos do PIÁGL ou aumento de
cópias nos tumores com *8, ao contrário do que foi verificado nos restantes tipos
histológicos, em que não foram observadas alteÍações do PIÁGI. A frequência
ele da de rearranjos do PLÁGI encontrad4 Íeforça o seu papel fundamental na
tumorigénese dos adenomas pleomórficos e de neoplasias relacionadas, e a sua
potencial utilidade como biomarcador para distinguir êntÍe tumores salivares
benigrros e malignos, em casos em que histologicamente s€ coloque tal questão,
fazendo disso excepção o carcinoma ex-adenoma pleomórfico.
Conclusão 3
Á frequência elevada de rearranjos ilo PLÁGI, principalmente ern htmores
benignos salivares atribú um papel findamental ao gene PIÁG| na génese dos
adenomts pleomórJicos e de tumares relacionados, nomeadamente os
mioepiteliomas e os carcinomas *-adenoma pleomórfico. De igual modo reforça a
sua potencial utilidade como biomarcador genético para estes ttpos histológicos
*pecíficos, partic larmente quando os tutnores sã.o caracterizados por rearranjos
em 8q12.
4.2 AnáIise combinada fenótipo-genótipo no adenoma pleomórÍico
- modelo de abordagem da oúgem histogenética dos tumores salivares
com paúiciprção mioepitelial
O adenoma pleomórfico caracteriza-se, histologicamente, pela sua
composíção bicelular, epitelial e mioepitelial, apresentando grande diversidade
morfológica. Este facto levanta a questão da zua origem histogenética: tení origem
num único tipo celular ou, pelo contrário, sení de origem múticelúar? Estudos de
clonalidade efectuados em adenomas pleomórficos sugerem que a sua histogénese
se relacione com unra célula pluripotente, designada por célula mioepitelial
modificada (cf capítrío 1.2). Com o objectivo de elucidar esta questiio, procedemos
à identificação das células portadoras de anomalias citogenéticas específicâs num
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caso de adenoma pleomórfico e em outro de carcinoma ex-adenoma pleomórfico,
ambos caracterizados por serem portadores de alterações em 8q12 e de terem
rearranjos do Ptrlc1 (capítulo 3.7).
As anomalias genéticas partilhadas por diferentes tipos celulares no mesmo
hrmor poderão ser indicativas de haver rearranjos genéticos ao níve1 de uma "stem
cell", decisivos na iniciação do processo de transformação neoplásica, enquanto
que, as alterações Íestritas a uma determinada liúagem sugerem que essa
transformação poderia ocorrer em células mais diferenciadas, constituindo um
evento temporalmente mais tardio, e relacionado com os mecanismos de
diferenciação tumoral.
As tócnicas convencionais de citogenética não permitem a identificação do
fenótipo da cé1ula cariotipada. Assim, ao cariotipar um tumor constituído por uma
ou mais populações celulares, é impossível associar as anomalias cromossómicas
detectâdâs aos diferentes tipos celulares nele presentes' A utilização de técnicas
combinadas de análise do fenótipo (caracterização immocitoquímica e
morfológica) e do genótipo (caÍacterização citogenética e hibridação iz silu) poderá
permitir a identificação da célula portadora de detenninada anomalia genética.
Nos dois casos estudados, a identificação de rearranjos $qI2/PLAGI tanto
em cólúas de linhagem epitelial como de frliação mioepitelial sugere a existência
de uma "stem cell" com capacidade de diferenciação bidireccional, tal como foi
pÍoposto por Batsakis & El-Naggar (1999). Esta constatação permite ainda sugerir
que o gene PLAGL desempenha um papel decisivo na iniciação do processo
neoplásico dos adenomas pleomórficos e dos tumores relacionados, pelo menos no
subgnrpo caracterizado por rearranjos 8ql2/PLAGl, ao demonstrar a sua
localização em ambas as populações celulares.
Conclusão 4
A análise combinada genótipo-fenótipo evidenciou a localização concomitante
das anomalias genéticas especíJicas em células de linhagem epitelial e
mioepítelial. Esta observação coníeríu stqorte genotípico à hipótese de os túnores
salivares com partícipação mioepitelíal, nomeadamente os adenomas
pleomórJicos, terem origem numa célula "stem" com capacidade para se
diferenciar de modo polimórJico, exprimíndo fenótipos dertvados dos componentes
epitelial e mioepítelial. Ádicionalmente, esta demonstração Permitiu reforçar o
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As cé1u1as neoplá§cas são, por definição, caracterizadas poÍ alterações
genéticas que podem ter expressão a nível cromossómico, pelo que a caÍacteÍização
citogenética de tumores ao permitir Íecoúecer e distinguir as anomalias
citogenéticas mais relevantes em cada tipo tumoral e posterioÍmente decifrar e
avaliar os seus efeitos a nível celular tem contribúdo de forma decisiva para a
nossa comqrreensão da oncogénese humana.
O presente trabalho pretendeu elucidar as vias de desenvolvimento
neoplásico e os mecanismos de diferenciação celular das neoplasias das glíindulas
salivares através da sua caracterização (citdgenética.
C,omo primeiro objectivo identifrcámos e caracterizímos o padrão de
alterações cromossómicas das neoplasias salivares e avaliiímos o envolvimento do
gene PIÁGI (pleomorphic adenoma gene 1). Ahavés do estudo citogenético de
uma série de hrmores benigrr.os que inclui adenomas pleomórficos, mioepiteliomas
e tumoÍes de Warthin verificámos que hií um padrão de alteÍações citogenéticas
característico em adenomas pleomórficos e mioepiteliornas com o envolvimento
recorrente das regiões cromossómicas específicas 8ql2 e 12q73-15, facto que
aponta paÍa a histogénese comum destas neo,plasias. A correlação do pa&ão
cariotípico com a corposição histológica 66s x6gn6mas pleomórficos sugeÍe que
os rearranjos genéticos em 8q12 e l2ql3-15 condicionam o subtipo de adenoma
pleomórfico o que paÍece indiciar vias de desenvolümento neoplásiôo
indqlendentes para os adenomas pleomórIicos. No tumor de Warúin associam-se,
de forma ineqúvoca, anorralias ra" regiões cromossómicas l1q2l, 19p13 e 6p21
confirmando esta lesão como urna neoplasia verdadeira e não uma lesão
pseudotumoral hiperplásica.
A análise cariotípica de um gnr.po de carcinomas salivares carcinoma
adenoide-cístico, carcinoma mucoepidermóide, carcinoma ex-adenoma
pleomórfico, adenocarcinoma polimórfico de baixo grau, adenocarcinom4
carcinoma epiteüal-mioepiteüal, carcinoma mioepitelial, carcinoma de células
acinares, adenocarcinoma de células basais, carcinoma ductal e carcinoma
indiferenciado permitiu-nos igualmente confirmar que nos carcinomas salivares
existe um padrão de alterações citogenéticas com rearranjos em 6q em todos os
tipos analisados, excqlto em carcinomas ex-adenoma pleomórfico. No caso destes
últimos tumores tanto pela ausência de delecções ou translocações envolvendo 6q
como pela partilha tle rearranjos recorentes com o adenomÊ pleomórfico
envolvendo as regiões cromossómicas 8ql2-13 e 12q13-15, reforça-se a ideia de
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que à sequência histológica adenoma-caÍcinoma corresponde um padrão
característico de evolução cariotípica. Os nossos resultados reforçam ainda a
especificidade das tÍanslocações t(6;9) e t(11;19) presentes Íespectivamente em
carcinomas adenoide-císticos e carcinornas mucoepidermóide, o que thes confere
potencial valor de marcador tumoral. Também sugeÍ€m a ocorrência nestes
tumores de delecções de material genético associadas às nanslocações 6q.
Permitiram, ainda, associar, de forma ineqúvocq a região cromossómica l2ql2-13
a dois tipos histológicos -o carcinorna adenoide-cístico e o adenocarcinoma
polimórlicos de baixo grau - sugerindo haver nestas regiões genes com potencial
papel crucial na carcinogénese salivar, o que reforçaria a hipótese de uma
histogénese comum para estas neoplasias.
Quanto ao papel do gene PLAGI, a frequência elevada de rearranjos
verificada" principalmente em tumoÍes benignos salivares, confere um papel
flrndamental ao gene PLAG1 na génese dos adenomas pleomórficos e tumores
relacionados, o mioepitelioma e o carcinorna ex-adenoma pleomórfico e reforça a
sua potencial utilidade como biomarcador genético para estes tumoÍes,
particularmente para os que são portadores de rean-anjos em 8q12.
Como segundo objectivo quisemos contribuir para o esclarecimento da
origem histogenética das neoplasias salivares com diferenciação bi-celular,
nomeadamente usando como modelo o adenoma pleomórfico. Os resultados
obtidos permitirao-nos conclut que a anrílise combinada genótipo-fenótipo, ao
localitzr as anomalias genéticas específicas em células das linhagens epitelial e
mioepitelial confere suporte genotípico à hipótese de os tumores salivares com
participação mioepitelial, nomeadamente os adenomas pleomórficos, teÍem origem
numa célula "stem" única, que teúa capacidacle getrotípica de diferenciação
fenotípica em ambos os sentidos, epiteliâl e mioepitelial, referenciando o PLAGI




Aoquired genetic alteÍations, of which many aÍ€ visible on the
ohromosome levol, are beliwed to be necessary for tumorigÊnesis and most tumors
display characteristic pattems ofrecurrent stsuctural and numerical abenations.
This surdy aims to contribute to the understanding of the tumorigenic
pÍocess€s and differentiation mechanisms of s&livary gland tumors through their
(oÍo)gBnetic oharaç'terization.
As a first goal, we identifred and oharacterized the cytogenetic pattÊm of
chromosome aberations of a group of salivary gland neoplasm and evaluad the
role of PfulGl gÊne (pleomorphic adenoma gene l) in these tumors.
The cytogenetic studies performed in a series of benign tumon
(pleomorphio adenoma, myoepithelioma and Waíhin's tumor) allowed the
identifrcation of specific ohmmosome ch.nges in pleomoÍphic adenomas and
myoepiúeliomas affecting úe 8q12 and 12q13-15 ohromosome regions, this faot
suggesting a common histogenesis for these tumors. The oorrelation formd between
the karyotypic pattorn and the morphologic subtypes of pleomorphic adenomas
suggests thÂt the Eql2 and l2ql3'15 genetic rearrangements may imply divergent
tumoÍ phenotypes which substantiate the hypothesis that propose the existencÊ of
independent pathways for development and progression of these neoplasms. For
Warúin's tumor the finding of clonal alterations, involving 11q21, 19p13 alnd 6p2l
chromosome regions, supports that this lesion is a 'itrue" neoplasm raúer than an
autoimmune or hypersensitivity-related tumor like proliferatio4 as previously
proposed.
Similar to benign tumors úe cytogenetic analysis of a group of malignant
salivary gland neoplasm that includes adenoid oystic carcinoma, mucoepidermoid
oarcinoma, carcinoma ex-pleomorphic adenomg polym.orphous low-grade
adenocaruinoma, myoepiúelial carcinoma, epithelial-myoepiúelial carcinoma,
acinic cell carcinoma, adenocaÍcinoma, basal cell carcinoma, ductal caroinoma and
undifferentiated carcinoma revealed a specifio panem of chrornosome changes
with rearrangements of long arm of chromosome 6 in all types excepted in
cancinomas ex-pleomorphic adenoma. For the lalter ones eiúer by the abs€nce of
deletions or tanslocation affecting 6q or by the Í€cuÍrent pÍ€senoe of 8ql2 and
l2ql3-15 ÍsarÍangements úared with pleomorphio adenomas, it's reinforced the
idea úat to the histological sequence adenomo-oarcinoma correspond a
characteristic pattern of karyotypic evolution. Our results confirmed the speciÍioity
of the translocations (6;9) and t(I1;19) associated, rcspectively, to adenoid cystic
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and mucoepidermoid carcinomas, theÍ€fore, validating their role as tumor markers.
Furthermore, our findings allowed us to associate, undoubtodly, the 12q12-13
chromosome Í€gion to two histological types - adenoid cystic carcinoma and
polymorphous low-grade adenocarcinoma - suggesting úe eústence of genes in
that particular region that might play a significant role in salivary gland
car,cinogenesis and support úe hypothesis of a common histogenesis for these
oarcinomas.
Conceming the role of PLtlGl gene, úe significant high frequency of
oases with gene rearmngement, particúarly in benign tumors, attribute to this gene
a crucial role in the genesis of pleomorphic adenomas and related tumors
(myoepitheliomas and carcinomas ex-adenoma pleomorphio) and emphasize its
potential utility as a genetic biomarker for these neoplasms.
The second objective ofthis study was to shed some light on the genosis of
salivary gland tumors wiú bi-cellular difrerentiation, using as a model the
pleomorphic adenoma. Our resúts allowed us to conclude tlat úe combined
genot)?€-phenotype analysis, trough the identification of úe cell types (epithelial
and myoepiúelial) oarrying spêcific genetic aberrations, fuÍther suppoÍs the
hypothesis that pleomorphic adenomas úare a single cell origin, probably from a
pluripotent cell capable of diffêÍ€ntiating into a variety of somatic phenotypes and
consequently, attribúes to PLAGI a decisive role in the basic tumorigenio process
of these tumors.
